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Uber den Einflu8 der Infektion auf die Gewebsatmung. 
Von 
W. Frei und 0. Froebel. 


(Aus dem Veterinar-pathologischen Institut der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 2. April 1955.) 

Die Wirkungen der Bakteriengifte (im weitesten Sinne) sind 
Anderungen 1. des anatomisch-histologischen Baues, 2. der physi- 
kalisch-chemischen Struktur und der chemischen Zusammensetzung 
und 3. Stérungen der Funktion, wobei wieder zu unterscheiden ist 
zwischen a) der spezifischen Funktion (Kontraktion, Sekretion usf.) 
und b) der unspezifischen Funktion (Assimilation, Dissimilation, Stoff- 
wechsel, Stoffbilanz, Atmung). 

Unter Atmung im weitesten Sinne kann man_ physiologisch- 
chemisch die H,- und O,-Bewegung verstehen. Gemessen wird die 
Atmung als  Sauerstoffverbrauch oder Kohlensdureproduktion. 
Normalerweise schwankt die als O,-Verbrauch gemessene Gewebe- 
atmung nach Tierart, Organ, Alter (junges Gewebe hat mehr O,-Ver- 
brauch als altes), Kérpergr6Be (kleine Tiere verbrauchen mehr QO, als 
groBe), wahrend die Ernéhrung keinen oder einen geringfiigigen und 
Hunger bisweilen einen EinfluB hat. Bei Arbeit ist die Atmung gréBer 
als in Ruhe. Auch die Jahreszeit scheint von Bedeutung zu sein, indem 
wir in Ubereinstimmung mit Keller in den Monaten Januar bis Marz 
bei Leber- und Nierenschnitten einen geringeren O,-Verbrauch fest- 
stellen konnten als in den Monaten April bis September. Unter 
pathologischen Verhaltnissen wurde eine Vermehrung der Gewebeatmung 
festgestellt bei Basedow, bei gewissen Stadien der Phosphorvergiftung, 
bei lokaler Entziindung und in tuberkulésen Herden, eine Ver- 
minderung bei Diabetes, Myxoedem, Beriberi, Skorbut, Athernarkose, 
nach Verabreichung von Na-Salicylat (nach vorheriger Steigerung). 

Nachdem der Sauerstoffverbrauch und die CQ,-Produktion 
lebender Tiere unter der Einwirkung von Infektionserregern von einigen 
Forschern untersucht waren, mubte die Wirkung von Bakterien und 
Bakteriengiften auf den Gaswechsel von Schnitten aus den einzelnen 
Organen interessieren. Es waren hier deutlichere Ergebnisse zu_er- 
warten, da am Gesamtorganismus die Atmung bei dem einen Organ 
erhéht, bei einem andern erniedrigt sein kénnte, woraus dann keine 
oder nur eine geringe Anderung des Gesamtgaswechsels sich ergibe. Wir 
stellten uns die Frage, ob in der Beeinflussung des O,-Verbrauchs 
bei Gewebsschnitten ein Unterschied zwischen aeroben und anaeroben 
Bakterien bestande. Ein derartiger Unterschied konnte vermutet werden, 
da sowohl in O,-reichem wie O,-armem Gewebe obligat aerobe und 
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obligat anaerobe Bakterien sich ansiedeln kénnen. Die Vermutung 
war nicht unberechtigt, daB die beiden Gruppen von Mikroorganismen 
das Gewebe fiir ihre Zwecke nicht gleichsinnig veranderten. Es konnte 
also die Zellatmung durch die oxyphoben obligaten Anaerobier anders 
beeinfluBt werden als durch die oxyphilen obligaten Aerobier. 

Unsere Untersuchungen wurden durchgefiihrt mit der Warburg- 
schen Apparatur an tiberlebenden Schnitten von Leber und Niere des 
Meerschweinchens, seltener von Ratten!. Als Vertreter der Aeroben 
benutzten wir auf Virulenz und Reinheit gepriifte Stamme von Gefliigel- 
cholera und Paratyphus Gartner, als Vertreter der Anaeroben die Bazillen 
des malignen Oedems und des Rauschbrandes. 

Es wurde untersucht: 

1. Die Gewebsatmung des mit lebenden Bakterien  infizierten 
Tieres. 2. Die Gewebsatmung von Tieren, welche mit Kulturfiltraten 
vergiftet waren. 3. Die Gewebsatmung von iiberlebendem normalem 
Gewebe unter der Einwirkung von Bakteriengiften in vitro. 


Tabelle I. Gefliigelcholera. 





2 Leber Niere ps Rektal- | Klinischer Pathologisch-anatomischer 
lier Vo,* Vr ),* dauer yn — Befund 
Nr. Std. 
CH 29 9,7 1 38.5 normal 
30 91 — 2 39,3 "i 
6 9,9 7 40.4 wenig Lokale Infiltration 
gestort 
IBA 6,7 | 18,3 5 87,5 “ 
15 89° — 6 36,2 ma 
26 — | 25,7) 26 | 87,0 _ ‘ 
41 5,1} 14,9 5 38,2 “ ‘ 
31 77 — 5 36, matt Leber- und Nierenkongestion 
35 6,75 — 25 37,0 s Leberdegeneration 
17 11,7 18,2 5 unter 35 sehr matt Peritonitis 
20 9,7 18,6 c 35,0 ‘ 
21 91 — unter 35 ‘ 
27 7,8 20,3 6 unter 35 is % 
14 7,3 24,4 6 37,0 schlecht Enteritis 
16 8,8 12,1 8 unter 35 ‘ Peritonitis 
36 86 — 29 86,8 = somnolent Leberdegeneration 
13 10,0 24,4 7 ‘unter30 Agonie  Leber- und Nierenkongestion 
25 — 245 25 » oO ‘ Leberkongestion, Enteritis 
37 6,4 21,3 7 » 95 2 Leber- und Nierenkongestion 
39 9,9; 12,9 | 25 » 930 s Leber- und Nierenkongestion 


Durchschnitt 8.5 19.6 
Minimum... | 5,1. 12,1 
Maximum . |11,9) 25,7 
Anzahl Werte | 18 12 


* Yo, = hier und in den folgenden Tabellen der O2-Verbrauch in emm je 1 mg Sehnitt- 
trockengewicht und 1 Stunde. 


! Einzelheiten bei O. Froebel, Diss. Ziirich 1933. 





Si 


_ 


he hed bow 





EinfluB8 der Infektion auf die Gewebsatmung. 2 


1. Gewebeatmung infizierter Tiere. 

Es wurden verwendet: 20 Tiere mit Gefliigelcholera, 11 mit Paratyphus 
Gdrtner, 7 mit malignem Odem, 10 mit Rauschbrand. Die Versuchs- 
meerschweinchen waren durchwegs erwachsen und von derselben GréBe wie 
diejenigen, an denen zundchst eine Reihe von normalen Kontrollbestim- 
mungen vorgenommen wurden. Die Tiere wurden in verschiedenen Stadien 
der Krankheit getétet. 

Die Tiere sind geordnet nach zunehmender Schwere der klinischen 
Svmptome. 

Kine besondere Beziehung zwischen Kérpertemperatur und kli- 
nischem Befund einerseits und den Anderungen des O,-Verbrauchs 
andererseits laBt sich bei Gefliigelcholera nicht feststellen, héchstens 
wire zu erwaihnen, daB sich die héchsten Werte der Leberatmung bei 
schwerkranken Tieren mit sinkender Kérpertemperatur finden. In einer 
variationsstatistischen Kurve ist der haufigste Normalwert des O,-Ver- 
brauchs 6,0, bei den Gefliigelcholeratieren aber 10,0 und bei der Niere 
12.0 bzw. 20,0. Die Infektion mit Gefliigelcholera erhéht somit den 
O,-Verbrauch des Gewebes und zwar bei der Leber im Durchschnitt um 
60°, und bei der Niere um 40°,. Ein Parallelismus in der Steigerung 
zwischen Niere und Leber konnte nicht beobachtet werden. Die Beein- 
flussung der Atmungssysteme dieser beiden Gewebe durch dasselbe 
Bakteriengift ist meistens nicht gleichsinnig 


Tabelle Il. Paratyphus Gadrtner. 





Krank- 


Tier Leber Niere heits- Rektal- Klinischer Pathologisch- 
Q () dauer tempe- Allgemein- anatomischer 
Nr Oo ( Std ratur befund Befund 
G 3 — 19,2 22 39,5  wenig gestort 
4 6.7 19,6 24 39,3 a & 
5 6,4 12,8 5 39,0 < A 
7 6,0 19,0 6 38,7 a _ 
1 6,0 | 17,1 54 35,8 matt Leberdegeneration 
6 7,9 | 16,0 7 36,0 i 
8 5,9 17,6 6 37,2 ‘i 
10 7,5 14.0 25 38,6 s 
2 6.8 162 72 35,5 sehr matt 
9 6,5 12,9 25 36,2 ‘ a 
11 12,4 15,5 72 unter 35 Agonie Bauchodem 
Durchschnitt 12 16.4 
Minimum .. 5,9 12,8 
Maximum . . 12,4 19,6 


Anzahl, Werte 10 11 


Auch bei Paratyphus Gartner zeigt sich eine Erhéhung des O,-Ver- 
brauchs, und zwar bei der Leber um durchschnittlich 30°, bet der 
Niere um 17%. Die Variationsbreite ist geringer als bei Gefliigelcholera 
und die Gipfel der variationsstatistischen Kurve liegen noch innerhalb 


1 * 
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der normalen Werte, immerhin héher als der Normalgipfel. Auch bei 
den mit Paratyphus Gartner infizierten Tieren lieBen sich keine deutlichen 
Beziehungen zwischen Kérpertemperatur und klinischen Befunden einer- 
seits und dem Q,-Verbrauch andererseits feststellen. 


Tabelle II]. Malignes Odem. 





Krank- | ,, | 
Tier Leber Niere _ heits- eee. Klinischer Pathologisch- 
; Vo, Yo, deuer ratur  Allgemeinbefund  anatomischer Befund 
Nr. Std 
MO 2 6,6 - 7 40,2 wenig gestort Odem 
8 — 12,8 8 38,5 . a Leber- u. Nierendeg. 
12 6.4 | 19,9 11 37,8 & a Odem 
i) 6,2 19,1 11 38,5 matt Starkes Odem 
17 6,9 24 unter35_ sehr schlecht Odem 
11 10,0 18,5 12 35 Agonie mi 
16 59; — 31 ~ oO : Leberkongestion 
Durchschnitt . 7,0 17,6 
Minimum ..:| 5,9 12,8 
Maximum .. 10,0 19,9 


Anzahl, Werte 6 4 


Die Infektion mit malignem Odem_ bewirkt ebenfalls eine Er- 
héhung des O,-Verbrauchs, und zwar bei der Leber um 27%, bei der 
Niere um 26°). Die Variationsbreite entspricht ungefaihr der normalen. 
Der Gipfelpunkt der variationsstatistischen Kurve liegt bei der Niere 
auBerhalb des Bereichs des Normalen. Die héchsten Werte des O,- 
Verbrauchs der Leber finden sich bei den schwerstkranken Tieren. 


Tabelle IV. Rauschbrand. 





Krank- 
Tier Leber Niere  heits- — Klinischer Pathologisch- 
Vo, %o, dauer pecs Allgemeinbefund anatomischer Befund 
Nr. 4d Std. 
Rbd. 1 43/124) 24 35,8 wenig gestért Odem 
2 5,1 16,0 48 38,9 ‘ a ‘e 
6 ail [eee 26 37,3 a m 
9 4,0 | S00 24 87,3 % » Leber- u. Nierendeg. 
15 — | 20,1 23 39,5 ‘s i Odem 
4 5.4 12,8 24 36,3 matt re 
14 8,9 | 17,9 22 85,8 Z 4 
3 7,6 | 16,5 30 36,5 sehr matt s 
7 11,3 | 16,6 55 35,3 es s Starkes Odem 
13 13,6 23 ~~ unter 35 Agonie ‘ - 
Durchsehnitt . 8,0 18,0 
Minimum ... 4,3) 12,4 
Maximum .. 13,6 25,5 


Anzahl, Werte 9 gy 


Das Ergebnis der Rauschbrandversuche ist grundsatzlich dasselbe : 
Erhéhung des O,-Verbrauchs, und zwar bei der Leber um 45°, bei der 





e] 
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Niere um 2} 
normalen Tieren. Die haufigst vorkommenden Werte sind héher als bei 
diesen. Auch hier zeigt die Leber der schwersterkrankten Tiere die 
stirkste Atmung. 

Die folgende Sammeltabelle erméglicht einen Vergleich der mit den 
vier Mikroorganismenarten infizierten Tiere mit den normalen Werten. 


, Oo 


o>. Die Variationsbreite ist bedeutend gréBer als bei 


Tabelle V. Durchschnittswerte und Variationsbreiten normaler 
und infizierter Tiere. 





Leber Niere 

An-  Durch-  gteige- Variations- 4p. Dureh- Steige- | Variations- 

zah] | Schnitt rung breiten zah] | Schnitt rung breiten 

Werte Yo, 0}, Vo, Werte Yo, Oly Vo, 
Normal! .. . 50 5,5 3,5— 8,0 18 14,0 — 10,.7—16,2 
Gefliigelcholera 18 8.5 60 51—-11,7 12 19,6 40 = 12,1—25,7 
Parat. Gartner 10 42 30 (59—12,4 11 16,4 17 12,8—19,6 
Malignes Odem 6 7,0 27 =59—10,0 4 17,6 26 = =12,8—19,9 
Rauschbrand . 9 8,0 45 43—13,6 9 18,0 28 §=12,4—-25,5 


Die Erhéhung der Gewebeatmung findet sich somit bei den aerob, 
wie bei den anaerob infizierten Tieren. Ein grundsatzlicher Unter- 
schied zwischen Aeroben und Anaeroben besteht nicht. Die Steigerung, 
bei der Leber gréRer (starkere Giftaufnahme, vgl. die bei Infektions- 
krankheiten haufige Degeneration dieses Organs) als bei der Niere, tritt 
mit groBber RegelmaBigkeit auf und bei keinem infizierten Tier konnte 
ein unterhalb der normalen Variationsbreite liegender Wert gefunden 
werden, wohl aber liegen 91°, der Leberwerte und 81° der Nieren- 
werte tiber dem normalen Durchschnitt. 

Ob wir es hier mit einer direkten Einwirkung der Bakteriengifte 
auf die Zellen, d. h. auf ihr Atmungsenzymsystem zu tun haben oder mit 
einer sekundéren durch Vermittlung der Stoffwechselzentren und des 
vegetativen Nervensystems ausgeiibten Wirkung, geht aus unseren 
Versuchen nicht hervor. Am wahrscheinlichsten ist wohl die unmittel- 
bare Beeinflussung (siehe unten). Wir diirfen annehmen, daB in dem 
aus dem infizierten Organismus herausgenommenen Schnitt auch 
Bakteriengifte, auBerdem bei Gefliigelcholera und Paratyphus Gartner ?, 


1 Eigene Untersuchungen (siehe Froebel, Diss. Ziirich 1933), zum Ver- 
gleich die Normalwerte nach H. A. Krebs (Oppenheimers Handb. d. Biochem. 
Erg.-Werk, 1, 863, 1933) fiir Leber 3,4 bis 6,8; nach B. Kisch (diese Zeitschr. 
271, 420, 1934) durchschnittlich fiir Leber 5,8, fiir Niere 15,7. 2 Am 
Gesamtsauerstoffverbrauch des Gewebsschnittes sind auch die darin ent- 
haltenen Bakterien beteiligt. Ihr Gewicht ist nicht bekannt, diirfte aber 
im Vergleich zum Gewicht der Gewebsmaasse sehr klein sein, so daf der 
Anteil der Bakterien am Qo,-Wert wohl vernachlassigt werden dartf. 
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wahrscheinlich auch bei malignem Odem (in geringer Zahl) und 
vielleicht bei Rauschbrand sogar auch lebende Bakterien enthalten 
sind, deren Betriebs- und médglicherweise Proliferationsstoffwechsel 
in vitro weiter geht und damit auch die Reizung der Gewebs- 
atmung. In fliissigen Nahrbéden bilden die anaeroben Bakterien 
reduzierende Substanzen. Wenn sie dasselbe auch im lebenden Ge- 
webe tun, so kann man den Mehrverbrauch von O, wenigstens 
an den Infektionsstellen verstehen. Hingegen erklairt dies nicht die 
groBbe Sauerstoffzehrung in den nicht  infizierten Organen des 
kranken Tieres. Etwa mit dem Kreislauf iiberall hin getragene H,- 
Donatoren wiirden in dem aus dem Organismus ins Warburg- 
kélbchen verbrachten Gewebsschnitt sehr rasch verbraucht sein. 
Somit bleibt nichts anderes iibrig, als eine sowohl von den Aeroben 
wie Anaeroben ausgehende, auch nach Entfernung der Zellen aus 
dem Organismus weiter bestehende, durch bestimmte Bakterien- 
substanzen direkt auf die atmenden Zellen ausgeiibte Atmungsreizung 
anzunehmen. Diese Substanzen kommen mit dem lebenden Schnitt ins 
Glas und wirken weiter, ohne selbst wesentlich innerhalb der Beob- 
achtungszeit verbraucht zu werden, oder ihr EinfluB wirkt auch nach 
ihrem Verschwinden noch einige Zeit nach. Die andere, mittelbare Art 
der Atmungsanderung, namlich durch Vermittlung des vegetativen 
Nervensystems, ist allerdings nicht von der Hand zu weisen, wenn sie 
auch die Annahme einer Nachwirkung des Nervenreizes bedingt, da 
die im Glas untersuchten Zellen wahrend des Versuchs dem EinfluB 
des Nervensystems, unter dessen Herrschaft sie kurz vorher noch 
standen, entzogen sind. 


Schmid hat (in unserem Laboratorium) gefunden, daB der Gesamt- 
sauerstoffverbrauch von Meerschweinchen, die mit Gefliigelcholera oder 
malignem Odem infiziert sind, meistens erniedrigt ist. Der Unterschied 
zwischen diesen und unseren Ergebnissen erklart sich dadurch, daB Schmid 
den Gaswechsel des Gesamttieres untersuchte, wir aber nur die Leber- und 
Nierenatmung, also den Og-Verbrauch von zwei Organen, die vom Gesamt- 
gasumsatz zwar nur einen Bruchteil darstellen, die aber vielleicht gerade 
beim infizierten Tier im Mittelpunkt der Stoffzersetzungen stehen. Der 
O,-Verbrauch, etwa der Muskulatur, der Haut, der Lunge, des Nerven- 
systems usw., wurde nicht untersucht. Es erscheint vorderhand unan- 
gebracht, bei Infektionskrankheiten von einer allgemeinen und _ gleich- 
gerichteten Beeinflussung der einen oder anderen Halfte des vegetativen 
Nervensystems sprechen zu wollen, da doch die Erfahrungen der Pharma- 
kologie die Méglichkeiten értlicher und verschiedener Beeinflussung dar- 
getan haben. 


Kellers Befund, wonach die nichterkrankten Organe tuberkuléser Tiere 
keine Atmungssteigerung aufweisen, steht mit unseren Ergebnissen kaum 
in Widerspruch, da wir es mit akuten Krankheiten zu tun hatten, wahrend 
Keller seine Versuche an chronisch kranken Tieren machte. 
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EinfluB der Infektion auf die Gewebsatmung. 


2, Gewebeatmung bei Tieren nach Vergiftung mit Kulturfiltraten.’ 


Die Kulturfiltrate wurden in verhaltnismaBig groBen Mengen (2 bis 
5 cem) i. p. eingespritzt. Kontrollversuche mit 2 bis 5 ccm sterilen Fleisch- 
wassers i. p. ergaben fiir Niere und Leber eine Steigerung von ungefahr 20° 9. 





Leber Niere 
Normal Fleischw asser Normal Fleischwasser 
Durchsechnitt . ..... 5,5 6,7 14,0 16,9 
Maximum ......« - 8,0 8,7 16,2 ALS 
lon) a 3,5 4.6 10.7 13,8 
MN as Pee cod Sen ce 50 13 18 10 


Zu den Versuchen wurden Filtrate von B. enteritidis Gdrtner und 
B. oedematis maligni verwendet. Das Gdrtner-Filtrat machte die Tiere fur 
kurze Zeit krank, wonach sie sich innerhalb 1 Tages erholten. Das maligne 
Odemfiltrat in einer Menge von 2 bis 5 cem i. p. tétete in 4 bis 8 Stunden. 


Tabelle VI. 





3 Krank- , , 

. Leber Niere Kérper- heits- o. ee Pathologiseh- 
Tier ( ( tempe- dauer Dosis Klinischer Befund anatomischer 
x v0, ‘a do ratur Std = Befund 
Nr. Std. en 


1. Gértner-F iltrat. 





GF 1// 10,1 | 17,4 35.3 6 5.0 matt Leber- 
4) 7,5} 17,1 36,0 4 5,0 x degeneration, 
5) 6,7 | 12,4 37,2 4 4,0 wenig gestort Peritonitis 
2. Malignes Odem-Filtrat. 
2) 6,9 — unter 35 7 4.0 sehr schlecht | Odem, Leber- 
3|| 53 _ = OO 1 3,0 - s | kongestion 
5| 5.6) 14,4 37,8 1 3,0 . f 
6) 11,9 25,9 unter 35 5 2,0 fe i | Peritonitis, 
7 8,3 14,4 35 4 3,0 a | Odem 
9! 68 17,0 » oO 2 4.0 
Tabelle VII. Zusammenfassung. 
Leber Niere 
Dureh-  Variations- eons Durch- Variations- 4 
schnitt breite “* sehnitt breite pe = 
Normal io Hes estat 5.5  3,5— 8,0 - 14,0 |10,7—16,2; — 
Fleischwasserkontrollen 6,7 | 4,6— 8,7 22 16,9 13,8—21,3° 21 
Gédrtner-F iltrat oer 8,1 | 6,7—10,1 47 156 |124—174, 11 
Malignes Odem-Filtrat . 7,5 | 5,3—11,9 36 17,9 14,4—25,9 28 
Alle Filtratversuche . . . 7,7  538—11,9 40 16.9 124—259, 21 


Die Atmungssteigerung ist bei beiden Filtraten bei der Leber groBer 
als beim sterilen Fleischwasser, bei der Niere aber nur beim malignen 
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Odemfiltrat. Mit anderen Worten: ein Reizgift fiir die Atmung der 
Niere scheint in dem Gdrtner-Filtrat nicht vorhanden zu sein. Im Gegen- 
teil kinnte man annehmen, daB die Wirkung eines im normalen Fleisch- 
wasser vorhandenen atmungssteigernden Agens durch eine in der 
Kultur entstandene Substanz aufgehoben  wiirde. 


3. Einwirkung von Bakteriengiften auf die Atmung normaler Gewebe. 
Die bisherigen Untersuchungen iiber die Einwirkung’ von 
Bakteriengiften auf die Gewebsatmung sind sparlich. 


Nach Keller hemmt Tuberkelbazillenextrakt die Nierenatmung, wahrend 
die atmungsférdernden Substanzen im Alttuberkulin unspezifisch sind. 
Diphtherie-, Scharlach-, Coli- und Tetanustoxine sind wirkungslos (Aillian 
und Schlossmann). 

Den von normalen erwachsenen Tieren herstammenden Schnitten 
setzten wir im K6lbchen des Warburg-Apparats einerseits Kulturfiltrate 
und andererseits zur Kontrolle steriles Fleischwasser zu. Besondere Versuche 
mit Filtrat-Ringer- und sterilen Fleischwasser-Ringermischungen ergaben 
eine gewisse aber ungleichma®ige Sauerstoffzehrung, die aber in allen 
Fallen hinter dem Unterschied zwischen dem O,-Verbrauch des normalen 
und des vergifteten Schnittes zuriickblieb. Nichtsdestoweniger méchten 
wir unsere SchluBfolgerungen nur unter Vorbehalt gezogen wissen. 


Tabelle VIII. 





Yo, Filtrat- 
= AA aueenaE Kon- 
Filtrat Organ Tier , Kontrollen zen- 

mit str 
: ———— | tration 


Filtrat | Bouillon “Ringer 


Rauschbrand Leber Meerschweinchen 8,5 7,4 5,4 1:10 
‘ , 8: 8.5 45 (1:10 
= je 9,9 _— 6,1 1:10 
: A 08 | — | 61 11:10 
5 — 8,1 7,4 ||1:10 
S ” 9,1 8,1 41 )1:4 
Mittel = ‘a 9,3 8,0 5,6 
Malignes Odem ‘ = 14,0 10,9 5,7 11:10 
‘: ie x és 12,9 11,4 63 1:10 
* oA a . 13.4 117 6,4 1:10 
‘ . me R 9,4 10,0 6,2 1:10 
Mittel || * : 124 | 11,0 6,2 
Malignes Odem Niere i 23,6 21,5 | 10,7 1:10 
Tetanus Niere Ratte 37,8 81,1 22.5 1:20 
* a e 41,7 33,6 | 25,5 | 1:10 
a * 46,3 35,4 | 24,5 11:10 
Mittel - 41,9 33,4 | 24,2 
Paratyphus Gédrtner _ m 35,2 33,5 24.0 1:10 


” 


, 321 | 315 | 223 1:10 
Mittel) "| 33,7 325 | 232 
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Schon das sterile Fleischwasser enthalt Substanzen, welche die 
Atmung der normalen Gewebsschnitte wesentlich steigern. Immerhin 
vermag das Filtrat noch eine weitere aber geringere Steigerung zu_ be- 
wirken. Ob wir es hier mit einer Toxinwirkung zu tun haben, ist nicht 
ganz sicher, da in einer bewachsenen Bouillon nicht nur spezifische 
Gifte, sondern auch allgemeine sowie sonstige, mehr oder weniger 
artcharakteristische Stoffwechselprodukte der Bakterien sich vorfinden. 
Uber die Art und Weise der Atmungsbeeinflussung durch die Filtrate 
kénnen einige Vermutungen geduBert werden. Neben der direkten 
beobachteten geringen Sauerstoffzehrung durch gewisse Stoffe des 
Filtrats wire auch die Tatigkeit von O,-Ubertrigern nach Art von 
Methylenblau, Chinonen, Flavinen oder Vitamin B 2 méglich, also von 
H,-Akzeptoren, welche nach der Hydrierung durch O, leichter oxydiert 
werden als der H,-Donator selbst, also 

Donator-H, + Akzeptor = Akzeptor-H, + Donator, 
Akzeptor-H, + O = Akzeptor + H,O oder vielleicht 
Akzeptor-H, + O, = Akzeptor + H,O,. 


AuBerdem laBt sich bei den Aeroben an die Aktivierung der das 
reduzierte Cytochrom oxydierenden (Keilin) Indophenoloxydase denken, 
ebenso an die Aktivierung von Dehydrasen. Atmungsférdernde Sub- 
stanzen sind schon im Fleischwasser. Ihre Menge wird durch das Wachs- 
tum von Bakterien noch vermehrt, wie das Verschieben des Redox- 
potentials nach der negativen Seite annehmen 1laBt, entweder durch 
Bearbeitung des Substrats oder Ausscheidung aus lebenden oder Aus- 
laugung aus toten Bakterien. 

Im iibrigen haben auch diese Versuche keine grundsatzlichen Unter- 
schiede zwischen Aeroben- und Anaerobengiften ergeben. 


Zusammenfassung. 

Der O,-Verbrauch von Leber- und Nierenschnitten ist bei Meer- 
schweinchen, die mit Gefliigelcholera, Paratyphus Gartner, malignem 
Odem und Rauschbrand infiziert wurden, wesentlich erhéht. 

Irgendeine regelmaBige Beziehung zwischen Leber- und Nieren- 
atmung, klinischen Befunden und K6érpertemperatur im Verlauf der 
Krankheit konnte nicht festgestellt werden. 

Leber- und Nierenschnitte von Tieren, welche mit Kulturfiltraten 
von Paratyphus Gartner und malignem Odem vergiftet waren, zeigen 
erhéhte Gewebsatmung. Dieselbe Erhéhung, aber in geringerem Mabe, 
ruft die Einspritzung sterilen Fleischwassers hervor. 


Die Atmung von normalen Leber- und Nierenschnitten wird durch 
Zusatz von Kulturfiltraten von malignem Odem, Tetanus, Rausch- 
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brand und Paratyphus Gartner erhoht. Steriles Fleischwasser hat einen 
ahnlichen aber schwacheren EinfluB. 

Kine grundsatzlich verschicedene Wikung zwischen Aeroben und 
Anaeroben lieB sich in keiner der drei Versuchsgruppen feststellen. 

Die Infektion hat eine Einwirkung auf die Gewebeatmung, die 
aber im lebenden Tier durch die Regulationseinrichtung des Stoff- 
wechsels weitgehend korrigiert werden kann. Man hat nach diesen 
Versuchen nicht den Eindruck, daB die Aeroben und Anaeroben imstande 
waren, das Kérpergewebe in grundsatzlich verschiedener Weise zu be- 
einflussen, derart, da die Atmung nach verschiedener, z. B. entgegen- 
gesetzter Richtung geindert wiirde. Das Charakteristische der Wirkung 
dieser beiden Bakteriengruppen liegt somit nicht in einer spezifischen 
Beeinflussung einer derart organunspezifischen Tatigkeit, wie sie die 
Atmung darstellt. 


Literatur. 


Keller, Zeitschr. f. exper. Med. 58, 117, 1928; Aillian u. Schlossmann, 
Klin. Wochenschr. 7, 36, 1928; G. Schmid, Virchows Arch. 282, 540, 1931. 
Weiteres bei O. Froebel, Diss. Ziirich 1933. 
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Uber Ammoniakgehalt und Ammoniakbildung im Muskel. 
XXII. Mitteilung: 
1. Uber die Methode zur Bestimmung der Adenosintriphosphorsiure. 2. Uber 
die zweite ammoniakbildende Substanz des Muskelgewebes, 
Von 
J. K. Parnas und ©, Lutwak-Mann. 
[Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwéw (Lemberg). 
(Eingegangen am 22. Mdrz 1955.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In Versuchen, in welchen der Gehalt an Ammoniak und Adenosin- 
triphosphorséure (ATP.) bestimmt worden ist, ergab sich regelmabig 
folgendes: Die Summe des Ammoniakstickstoffs und des ATP.-Amino- 
stickstoffs war gréBer, wenn eine gréBere Ammoniakbildung  statt- 
gefunden hatte, als in symmetrischen Muskeln, in welchen die Be- 
stimmung vor einer groperen Ammoniakbildung ausgefiihrt worden ist. 
Ein Beispiel mége dies erlautern: In einer Portion Muskelbrei wird 
gleich nach Herstellung 0,65 mg-°, NH ,-N und 5,21 mg-°, ATP.- 
NH,-N gefunden; die Summe betrigt 5,86 mg-°,; nach 20 Minuten 
enthalt derselbe Muskelbrei 7,30 mg-°, NH,-N und 0,92 mg-°, ATP.- 
NH,-N, die Summe ist 8,22 mg-°,. Diese Ungleichheit wird mit 
etwas schwankenden Werten fiir die Differenz, aber immer in der gleichen 
Richtung in allen Versuchen wiedergefunden. Die Summe NH,-N 

ATP.-N H,-N steigt im Muskelwasserbrei, oder im Muskelphosphatbrei 
bei Gegenwart von Jodacetat, in erstarrten Muskeln und in der Jod- 
acetatstarre; sie bleibt unverandert, solange die Ammoniakbildung 
(z. B. im Muskelphosphatbrei) hintangehalten wird, und ist auch un- 
mittelbar nach ermiidender Reizung im Vergleich mit dem frischen 
Muskel unverandert. 

Der beschriebene Effekt kann auf zweierlei Weise gedeutet werden: 

a) Er k6énnte mit den Methoden zusammenhangen, die zur Be- 
stimmung des Ammoniaks und der ATP. angewandt werden: vielleicht 
sind diese Bestandteile aus ,,gealtertem** Material besser extrahierbar. 
Die erste Aufgabe dieser Arbeit war die Priifung dieser Vermutung, die 
ausgeschlossen werden konnte, und es wurde damit die Realitat der 
beschriebenen Erscheinung erwiesen. Daraus ergibt sich die andere 
Deutung: 

b) Der Muskel enthalt einen Bestandteil, aus welchem Amino- 
gruppen auf einen desaminierten Nucleotidkomplex tibertragen werden. 
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Wir nehmen an, daB im Muskel Ammoniak aus Adenylsiure gebildet 


wird, wenn diese nicht sofort zu ATP. aufgebaut werden kann. Wir 
> 


hatten bis jetzt angenommen!, da eine Reaminierung des Des- 
aminierungsproduktes nur in oxydativen Erholungsvorgangen statt- 
findet: wir erganzen diese Vorstellung durch die Annahme einer anae- 
roben unmittelbaren Reaminierung?. Als Quelle des im Muskel an- 
gehauften Ammoniaks kommt also auBer Adenylsdiure ein zweiter Stoff 
in Betracht, der kein Adenylsaurederivat ist, und den wir vorlaufig als 
Ammoniakmuttersubstanz I] oder Ammoniogen II bezeichnen werden. 

In den Arbeiten dieses Laboratoriums wurden schon friiher hohe 
Werte fiir die Ammoniakbildung bemerkt, die besonders in jodacetat- 
vergifteten MuskelIn vorkommen, und die auf das im Muskel enthaltene 
gebundene Adenin nicht zuriickgefiihrt werden konnten. Wir fiihren 
den UberschuB auf die zweite ammoniakbildende Substanz zuriick. 
Die zweite ammoniakbildende Substanz ist von der Adenylséure und 
ihren Phosphorsaureverbindungen dadurch scharf unterschieden, dab 
aus ihr durch die Muskelenzyme (Phosphatasen und Schmidtsche 
Desaminase) kein Ammoniak abgespalten wird. 


Il. Methoden. 


Adenosintriphosphorsaure wurde nach der Methode bestimmt, iiber 
die Parnas, Ostern und Mann* frither kurz berichtet haben 4. 

Aus dem auf pu = 8,5 alkalisierten Trichloressigsaureauszug werden 
mit Bariumacetat alle durch Ba in schwach alkalischer Lésung fallbaren 
Bestandteile niedergeschlagen. Die Fallung enthalt anorganische Phos- 
phate, adenosintriphopshorsaures Ba, inosinsaures Ba und _ vielleicht 
noch andere Phosphorsdureverbindungen. Sie enthalt sicher keine 
Adenylsaiure5. Der Niederschlag wird in n/10 HCl aufgelést, durch 
Zusatz von 15% NagSO, das Ba ausgefallt, gewaschen; in der neutrali- 


1 Vgl. Parnas, C. r. Soc. Biol., Réunion pléniére, 1929. — * Um Un- 
klarheiten zu vermeiden, betonen wir, da es sich hier um ein Anwachsen 
der Summe (NH,-N + ATP.-NH,-N) handelt, und da die beschriebenen 
Erscheinungen mit der von G. Embden und seiner Schule angenommenen 


Reaminierung durch Ammoniak nichts gemeinsam haben. 3 Diese 
Zeitschr. 272, 64, 1934. — 4 Wir gehen hier auf die anderen Methoden 


der Bestimmung der Adenylderivate nicht naiher ein und nennen nur die 
spezifische Fermentmethode von Lohmann und Schuster (diese Zeitschr. 272, 
24, 1934), sowie die Methode von Ferdmann (Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 
205, 1933), die wir ablehnen miissen, weil es uns unmdglich war, die ihr 
zugrunde liegenden Versuche zu wiederholen. Auf diese Methode wird 
spater besonders eingegangen werden. — * Dies ist in der Arbeit mit 
P. Ostern und T’. Mann besonders festgestellt worden; es wurde gepriift, 
ob zum Trichloressigsiureextrakt zugesetzte freie Adenylsiure in den 
Ba-Niederschlag iibergeht. Wir haben gefunden, da dies nicht der Fall 
ist, wenn der Niederschlag ohne Zusatz von Alkohol erzeugt wird (Parnas). 
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sierten Fliissigkeit wird durch eine kleine gewogene Menge Frosch- 
muskelbrei das Ammoniak nach G. Embden und @. Schmidt! abgespalten, 
und ebenso bestimmt, wie das praformierte Ammoniak. 

Die Methode bietet folgende Vorteile: sie erfabt die Adenosintri- 
phosphorsaure auf Grund zweier spezifischer Kigenschaften, der Fall- 
barkeit als Ba-Salz und der Desaminierbarkeit durch die im frischen 
Muskel enthaltenen Enzyme. Es gibt unseres Wissens keine andere 
Substanz, welche bei diesem Verfahren die Ergebnisse im_ positiven 
Sinne beeinflussen kénnte. Zweitens: sie bestimmt die Adenosintri- 
phosphorsiure in Form ihrer abspaltbaren NH,-Gruppe, also in der 
gleichen Form, in welcher das Ammoniak bestimmt wird; der Gehalt 
an Adenosintriphosphorsiure wird also unmittelbar bestimmt. 

Es blieben indessen an dem Punkt, zu welchem diese Methode in 
jener Arbeit gebracht worden ist, die Fragen offen: A. Ist die Fallung 
der ATP. aus dem Trichloressigsiureextrakt vollstandig ? B. Bleibt in 
dem Extrakt nach der Ba-Fallung Adenylsiure?  C. Verbleibt im 
extrahierten Gewebe ein desaminierbares Adeninderivat ? 

A. Diese Frage, und zugleich die Frage B. wird durch die Fest- 
stellung erledigt, da in der Fliissigkeit, aus der unlésliche Ba-Salze 
niedergeschlagen worden sind, iberhaupt keine durch Muskelbrei 
desaminierbaren Substanzen enthalten sind. Dies wurde in folgender 
Weise ermittelt: Die Flissigkeit wurde von Ba _ befreit, und nach 
vorheriger Vertreibung des Ammoniaks — das durch Muskelbrei abspalt- 
bare NH, bestimmt: dasselbe wurde auch nach 7 Minuten langer 
Hydrolyse mit n H,SO, und Entfernung der Saure und des Ba durch- 
gefiihrt: es wurde schlieBlich festgestellt, daB in Gegenwart der an- 
gewandten Reagenzien zum TCIE.-Extrakt zugesetzte Adenylsdure 
durch Muskelbrei desaminiert wird. Das Ergebnis aller dieser Versuche 
war, daB im Trichloressigsiureextrakt aus Muskeln oder aus frischem 
oder gealtertem Muskelbrei auch in Gegenwart von Jodessigsiure nach 
Ausfallung mit Bariumacetat weder Adenosintriphosphorsaure noch 
Adenylsaiure enthalten sind. Wir bestatigen auf Grund dieser Be- 
funde die schon friiher von verschiedenen Seiten erhobenen Befunde, 
daB weder im Muskel noch im Muskelbrei Adenylsiure enthalten ist. 
Adenylsaure wird nur durch sekundare Zersetzungen (Alkali, Saure, 
Kochen) aus ATP. erzeugt. 

C. Wir haben die Trichloressigsiurefallung mit Wasser ausgekocht 
und im Extrakt Ammoniak und Adenosinphosphorsaurederivate 
bestimmt; den ausgekochten Riickstand mit kleinen Mengen Frosch- 
muskelbrei inkubiert, und wieder das abgespaltene Ammoniak bestimmt. 
Es wurden nur kleine Mengen Adenosinphosphorsaurederivate gefunden, 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 186, 205, 1930. 
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die im ganzen unterhalb 1 mg-°, NH,-N blieben. Die Anteile der 


Fraktionen sind aus der Tabelle Il, II] und IV zu ersehen. 

Auf Grund dieser Kontrollen ist fiir die Bestimmung der Adenosin- 
triphosphorsaure und des Ammoniaks der im folgenden genau be- 
schriebene Analysengang angegeben. Es sei dabei folgendes bemerkt: 
Fiir Bestimmungen mit einem absoluten Fehler von — 10°,. wie sie z. B. 
bei Reihenversuchen geduldet werden kénnen, wird man sich mit den 
Bestimmungen im sorgfaltig bereiteten Trichloressigsaurefiltrat be- 
gniigen kénnen. Will man diesen Fehler vermeiden, so muB man auch 
den Riickstand analysieren. 

Wenn Muskeln analysiert werden sollen, so werden sie méglichst fein 
und sehnell mit Trichloressigsaurel6sung und Quarz zerrieben. Um die Zer- 
reibung bei niedriger Temperatur durchzufiihren, verwenden wir sehr groBe 
Porzellanmorser (15 bis 20 ¢m Durchmesser), die wir im Kiihlschrank ver- 
wahren, und groBe gekiihite Pistille. Wenn wir dann einige Gramm Muskel 
zerreiben, so geschieht dies praktisch bei der Temperatur, auf die der Mérser 
abgekiihlt war. Auf 10g Muskel nehmen wir 10 cem Trichloressigsaiure 
von 10°,, fiigen dann 10 cem Wasser hinzu; zum besseren Zerreiben werden 
2.5g¢ Quarzsand zugesetzt!. Man gebe sich Miihe, das Gewebe méglichst 
fein zu zerreiben. .lan laBt den Brei mindestens 15 Minuten unter Gfterem 
Umrdhren bet 0° stehen und gieBt die Lésung ab. 

Die Arbeitsweise gestaltet sich entsprechend, wenn man von Muskelbrei 
oder Muskelextrakt ausgeht; auf die quantitativen Verhaltnisse, die Zer- 
kleinerung und das Stehenlassen legen wir besonderen Wert. 

Den Riickstand driickt man mdéglichst genau aus; man erhalt so das 
Filtrat A und den Riickstand B. Wir gieBen die Fliissigkeit so ab, daB 
moglichst keine festen Teile auf das Filter kommen. Wenn 10g Muskel 
verarbeitet werden, so werden 27,5 c¢em abgegossen. Auf dieses Volumen 
werden die in aliquoten Teilen der Fliissigkeit ausgefiihrten Analysen 
berechnet. Filtrat und Riickstand werden im Kiihlschrank aufbewahrt *. 


1. Analyse des Trichloressigsdurefiltrats A. 


a) Ammoniakbestimmung. 5cem des Filtrats werden mit n NaOH 
annahernd neutralisiert und mit 10 ccm kaltgesattigter Boraxl6sung nach 
Parnas und Heller*® destilliert ‘. 

b) Bestimmung der Adenosintriphosphorsdure. Fir zwei Analysen 
werden je 10 cem Filtrat in ein Zentrifugierréhrchen von 25 cem pipettiert ; 
unter Eiskiihlung wird mit NaOH so weit neutralisiert, bis Phenolphthalein 
ganz schwach gerétet wird: dann wird immer bei Eiskiihlung — mit 
4eem 25° ,iger Ba-Acetatlésung gefallt, eine halbe Stunde lang im Eis 
stehengelassen und kurz (Runnesche Zentrifuge, 3000 Touren) zentrifugiert. 
Die Fliissigkeit wird abgegossen, der Niederschlag zweimal mit 3 ccm 
1 °ciger Ba-Acetatlésung gewaschen, die Waschfliissigkeiten mit der ersten 
Fliissigkeit vereinigt. Man erhalt so einen Niederschlag (C’), der die Adenosin- 
triphosphorsaure enthalt und eine Lésung (1), in welcher nach Adenylsaure 
gesucht werden kann. 


' Seharfkantig; wir haben diese Qualitat nur von E£. Merck beziehen 


konnen, sogenannter Seesand ist nicht geeignet. — * Es macht keinen 
Unterschied, ob das Filtrat in der ersten Stunde oder in 24 Stunden ver- 
arbeitet wird. 3 Diese Zeitschr. 152, 1, 1924. — 4 Die Ammoniak- 


bestimmung geschieht im Pulfrich-Photometer. 








Ammoniakgehalt usw. im Muskel. NNIT. iB) 


Der Niederschlag C kann auBer Adenosintriphosphorsaure die an 
organischen Phosphate, Inosinsaiure, Phosphoglycerin und andere un 
bekannte Substanzen enthalten. Man lost ihn unter Riihren in dem notigen 
Volumen (etwa 10 cem) n/ 10 HCl auf, und fallt das Ba mittels 15° ,igem 
Na, SO,, wofiir 3 cem geniigen; das BaSO, wird abzentrifugiert, die Fliissig- 
keit in einen MeBzylinder von 25cem abgegossen, der Riickstand mit 
2cem Wasser und | Tropfen der Na,SO,-Losung, unter gutem Riihren aus- 
gewaschen, zentrifugiert, die Waschfliissigkeiten mit der Hauptportion 
vereinigt; dann wird auf px 7 (Bromthymolblau) neutralisiert und aut 
20 cem aufgefiillt. Im Riickstand ist kein Phosphor mehr enthalten. 


Aus der Fliissigkeit werden 10 ccm pipettiert, 0,1 cem m/3 Phosphat- 
puffer (px 7) zugesetzt und 100 bis 150 mg frischer Muskelbrei! zugefiigt, 
von dem genau die gleiche Menge zur Kontrolle thres Ammoniakgehalts (nach 
Inkubation) dient. Die Ansiatze werden bei 38° 1 Stunde lang inkubiert, 
dann wird in dem Ansatz das Ammoniak bestimmt; es wird auf die Gesamt- 
menge des analysierten Muskels als ,,abspaltbares NH,-N*“ berechnet. Dat 
unter den Bedingungen unserer Analyse alle Adenosintriphosphorsaure be- 
stimmt wird, geht aus besonderen Versuchen hervor, die in Tabelle I zu- 
sammengestellt sind. 


Tabelle I. L6sung vonadenosintriphosphorsaurem Na, aus Ba-Salz 


frisch hergestellt. 





ATP—NH,—N 


Nr. Datum Ansatz ‘ 
in mg 


XVIII 15. I. 15cem A'TP.-Lésung + 84 cem H,O | 


1935 + 0,lcem m/3 Phosphatputfer py 7 on on 
XIX 16. I. + 1,0ceem Froschmuskelbrei (150 mg 0,098 0,096 
1935 Muskel), 1 Std. lang bei 38° inkubiert 


15ceem ATP.-Lésung + 8,5eem 3,5 °,ige 
Trichloressigsaure, nach dem auf 8. 14 
beschriebenen Verfahren mit Barium- 
acetat gefallt und verarbeitet; nach 
Auflosen in HCl von Ba befreit, auf | 0,092 0,090 
8.9 ccm aufgefillt. 89 cem ATP.- 
Lisung + 0,1 cem m/3 Phosphatpuffer 
pu 7 +1cem Froschmuskelbrei (150mg 
Muskel), 1 Std. lang bei 38° inkubiert 


XXXIV. 15. I. TCIE.-Extrakt aus Jodacetatmuskelbrei, 





1935 der 40 Minuten stehengelassen wurde 
a) 10 cem Extrakt direkt auf ATP. ; 
verarbeitet,. . . : 0,009 


b) 19eem Extrakt + 15¢cem ATP.- 
Losung, nach Fallung mit Barium- 


acetat usw., auf ATP. verarbeitet . 0,104 
ce) 1,5cem ATP.-Lésung in 8,5cem H,O 
direkt bestimmt. ........ 0,098 


' Fiir die Desaminierung stellen wir Muskelbrei her, indem wir | bis 
15g Muskel (Esculentae) mit 10 cem Phosphatpuffer m3, pu 7, ver- 
reiben; von diesem Brei pipettieren wir 1 ccm fiir den Ansatz. Es werden 
immer Kontrollen der Ammoniakbildung in der angewandten Ferment- 
losung vorgenommen. 
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Verarbeitung der Lésung D. 

Das im folgenden Mitgeteilte ist eigentlich nur fiir die Priifung der 
Methode von Bedeutung, denn es hat sich herausgestellt, daB weder im 
Muskelbrei, noch im intakten Muskel jemals Adenylsiure vorhanden ist. 
Die Lésung wird folgendermaBen verarbeitet: 

Das Ba wird durch Zusatz von H, SO, ausgefallt, das BaSO, abzentri- 
fugiert; die Loésung wird mit Na,CO, neutralisiert und mit NaHCO, 
zur ersten Rosafarbung des Phenolphthaleins alkalisiert. Dann wird sie im 
Apparat von Parnas und Heller von Ammoniak befreit, welches aufgefangen 
und bestimmt wird: die Werte stimmen mit denen iiberein, die sich fiir den 
urspriinglichen TCIE.-Extrakt ergeben. In der von NH, befreiten Lésung 
wird ATP. und Adenylsaure bestimmt: es wird eine gewogene Menge frischen 
Muskelbreies (100 bis 150 mg) zugesetzt, 2 Stunden lang bei 38° inkubiert 
und das Ammoniak bestimmt. Zugesetzte Adenylsiure wird unter diesen 
Umstanden desaminiert. Wir haben aber niemals in Lésung D Adenyl- 
siure feststellen kénnen. 

2. Analyse des Riickstandes B. 

Der Riickstand B (nicht ausgewaschen!) enthalt Ammoniak und 
Adenylsiurederivate im adhiarierenden Wasser, sowie im Niederschlag ge- 
bundene ATP. Die Masse wird mit 10 cem siedendem m,200 Acetatgemisch 
(pu 5) 1 Minute lang unter Riihren erwarmt, filtriert, ausgewaschen: 
Riickstand B,, Filtrat By. 

Das Filtrat 4, wird genau so verarbeitet, wie die Loésung D, d.h. es 
wird darin Ammoniak und Adenylsaure gesondert bestimmt. Die erhaltenen 
Werte entsprechen tatsachlich denjenigen, welche fiir das Adhaésionswasser 
berechnet werden. 

Im Riickstand ££, ist kein Ammoniak mehr enthalten; er wird mit 
14 cem Wasser und 100 bis 150 mg frischem Muskelbrei 2 Stunden lang bei 
38° inkubiert und dann das Ammoniak bestimmt. Man findet fiir 100g 
Muskel in dieser Fraktion 0,3 bis 0,75 mg-% Adenyl-N H,-N. 

Man hat auf diese Weise folgende Werte erhalten: (N Hs-N)-Werte 
fir B [gleich (NH,-N) fiir DJ], sowie fiir 6g; Adenosintriphosphorsaure- 
NH,-N fiir C, sowie fiir B,, auBerdem den unerheblichen Wert fiir Bg. 
Die Summe des ATP.-NH,-N aus C und B, stellt das Aquivalent des 
urspriinglichen Adenosintriphosphorsauregehalts des verarbeiteten Ge- 
webes dar; die Summe des NH,-N aus A und B, den Ammoniakgehalt. 
Dieser letztere Wert kann natirlich durch Bestimmung am Muskelbrei 
mit Borat kontrolliert werden. 

Ill. 

Alle dazugehérigen Versuche sind in den Zahlen der Tabellen II, 
III] und IV zusammengefaBt. 

Aus den mitgeteilten Zahlen geht hervor, was wir eingangs zu- 
sammengefaBt haben: Die Summe des Adenylsaurestickstoffs! und des 
Ammoniakstickstoffs wachst an, wenn gréBere Ammoniakmengen ge- 
bildet werden. 

! Wir bezeichnen so den durch Muskelbrei abspaltbaren Stickstoff der 


Adenosintriphosphorsaure: die Bezeichnung ist eindeutig, weil in genuinen 
Extrakten keine Adenylséiure vorhanden ist. 
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Diesen Vorgang kénnen wir nicht anders deuten, als durch die 
Annahme eines ammoniakbildenden Stoffes, der von Adenosintriphosphor- 
saure — und selbstverstandlich von Adenylsdiure verschieden ist. 
Lie Ammoniakbildung aus der zweiten ammoniakbildenden Substanz scheint 
in Froschmuskeln nicht einzutreten, wenn sie durch Reizen ermiidet werden: 
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Abb. 1. Die Stabdiagramme stellen die Summen des abspaltbaren Adenosintriphosphorsaure- 
Stickstoffs und des Ammoniakstickstoffs dar und sind nach diesen zwei Komponenten unter- 
teilt. Sie sind nach den Versuchsnummern und den Tabellen bezeichnet. Es ist aus ihnen 
zu ersehen, wie diese Summen mit der Gréfe der Ammoniakbildung anwachsen. 
dagegen macht sie sich geltend, wenn ermiidete Muskeln erstarren, oder 
wenn durch Zerkleinerung des Gewebes und Stehenlassen, oder in Jod- 
acetatvergiftung groBe Ammoniakbildung ausgelést wird. Da wir keine 
Versuchsbedingungen kennen, unter welchen die Desaminierung des 
Ammoniogens II der Desaminierung der Adenosintriphosphorsaéure voran- 
gingen, so miissen wir vorliufig annehmen, daB die Desaminierung der 
Adenylsiure der Ammoniakabspaltung aus dem Ammoniogen II voran- 
geht. Ob der letztere Vorgang mit der Riickbildung der Adenosin- 
triphosphorséure aus den Desaminierungsprodukten etwas zu tun hat, 
oder ob diese Ammoniakbildung von dem Umsatz der ATP. unab- 
hangig ist, kénnen wir zurzeit nicht entscheiden. 
Zusammenfassung. 

1. Es wird eine Methode zur Bestimmung der Adenosintriphosphor- 
siure beschrieben. 

2. Mit Hilfe dieser Methode wird nochmals sichergestellt, daB im 
Muskel keine Adenylsaiure enthalten ist. 

3. Die Summe des Gehalts an Adenosintriphosphorsaure-N Hg-N 
und NH,-N steigt um die GréBenordnung von 2 mg-°, N an, wenn im 
Muskel eine Ammoniakbildung stattgefunden hat, welche den gréBeren 
Teil der Adenosintriphosphorsaure ersch6pft hat. 

4. Es wird daraus geschlossen, daB neben den Adeninderivaten eine 
andere ammoniakbildende Substanz im Muskel enthalten ist, von der 
wir nicht wissen, ob ihr eine physiologische Bedeutung zukommt. 














Uber die Futterhefegewinnung in Holzzuckerlésungen. IL. 
Von 
Hermann Fink, Riehard Leehner und Eugen Heiniseh. 


(Aus der Landwirtschaftlich-Tierarztlichen Fakultat der Universitat Berlin 
und dem Institut fiir Garungsgewerbe.) 


(Eingegangen am 11, April 1935.) 


Das Problem, Eiwei8 durch Ziichtung von Hefe herzustellen, ge- 
wann fiir Deutschland groBbe Bedeutung, als in den ersten Kriegsjahren 
empfindlicher Mangel an EiweiBfuttermitteln einzutreten  begann. 
Aufbauend auf Hennebergs! biologischen Arbeiten, in denen es gelungen 
war, sehr eiweiBreiche Hefen durch Zusatz von Ammonsalzen zu 
den damals iiblichen Nahrlésungen zu ziichten, haben Delbriick und 
seine Mitarbeiter? die Futterhefeerzeugung in groBtechnischem Mab- 
stabe verwirklicht. Durch Ziichtung anspruchsloser Heferassen von 
starkem Vermehrungsvermégen in Nahrlésungen, die auBer Melasse 
fast nur anorganische Salze, im besonderen Ammonsalze als Stick- 
stoffquelle enthielten, ist es bei intensiver Liiftung tatsichlich gegliickt, 
wihrend des Krieges eiweiBhaltige Futtermittel herzustellen. Die 
verwendeten Hefen waren Kahmhefen und im besonderen Torulaarten 
(torula utilis), die damals als ,,Mineralhefen”, gelegentlich auch als 
,.Wuchshefen“ bezeichnet worden sind. Diesem Verfahren war im 
Kriege kein dauernder Erfolg beschieden, da schon in den ersten Kriegs- 
jahren so groBer Mangel an Zucker und Melasse eintrat, daB die mit 
groBem Kostenaufwand errichteten Futterhefefabriken geschlossen 
werden mubBten. 


Erst als die Verfahren zur Herstellung von Zucker bzw. Alkohol aus 
Holz in den letzten Jahren ausgearbeitet wurden, kam man wieder auf 
das Futterhefeproblem zuriick. Es hatten auch in der Zwischenzeit die 
Arbeitsweisen der PreBhefefabrikation in der Zichtung von Hefen so 
grobe Fortschritte gemacht durch das Zulaufverfahren, dureh An- 
wendung der Feinbeliiftung, durch die Kinhaltung bestimmter px- 
Werte —, daB die Futterhefeerzeugung diesmal unter Verwendung von 
Holzzucker statt Melasse von neuem in den Mittelpunkt des Interesses ge- 
rickt worden ist. Auch heute fehlt es aber nicht an warnenden Stimmen 
aus verschiedenen Lagern, die vor allem die Wirtschaftlichkeit der 
Futterhefeerzeugung ernstlich in Frage ziehen, die auf die viel zu hohen 
Herstellungskosten des aus Holzzucker erzeugten HefeeiweiBes hin- 

! Garungsphysiologisches Praktikum. Berlin, P. Parey, 1909. — 
2 Zeitschr. f. Spiritusindustrie 1915, 5. 121, 137, 161, 235 u. f. 
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gewiesen haben. Diese sollen z. B. nach H. Claassen} fiinf bis sechsmal 


so hoch sein, als die Weltmarktpreise fiir Sojabohnenextraktschrot und 
ErdnuBkuchenmehl usw.. die wir billig aus dem <Auslande einfiihren 
kénnen. Die Verhaltnisse kénnen sich hier aber von heute auf morgen 
aindern, wenn Deutschland immer mehr von der Kinfuhr abgeschnitten 
werden sollte. 

Vom biologischen Standpunkt aus ist die Eiwei®Bsynthese durch Hefe- 
ziichtung von vornherein gegeniiber der EiweiBsynthesse der griinen Futter- 
ptlanze auf der Wiese oder auf dem Acker im Nachteil, da letztere als selbst- 
standiger Organismus nicht nur ihre EiweiBkérper, sondern auch ihre 
Kohlenhydrate und sonstigen Bestandteile selbst aufbaut, wahrend wir der 
Hefe zum mindesten Kohlenhydrate zufiihren miissen, damit sie durch 
Neubildung von Zellen ihre Koérpersubstanz, darunter die EiweiBstoffe, 
auf die es ja bei der Futterhefeerzeugung ankommt, bilden kann. Die Aus- 
nutzung der Kohlenhydrate ist dabei eine schlechte, da gemaB der Garungs- 
gleichung praktisch die Halfte des Kohlenstoffs als CO, verlorengeht. 
Auf diese Verhaltnisse hat F’. Hayduck? wiederholt hingewiesen. Zugunsten 
der Futterhefe, ganz allgemein, ist allerdings zu betonen, daB sie vom 
Standpunkt der Fiitterungslehre, im Gegensatz zu den meisten griinen 
Pflanzen, ein Kraftfuttermittel von sehr hohem Eiwei®Bgehalt darstellt, 
mit dem man z. B. bei Kiihen Hoéchstertrage an Milch erzielen kann. 

Wenn man von der Futterhefeerzeugung mit Melasse als Kohlen- 
hydratbasis tibergeht zur Holzzuckerwiirze, so ist prinzipiell zu bedenken, 
daB es sich dabei fiir die Hefe um zwei Nihrmedien von sehr verschiedener 
Art und sehr verschiedenem Werte handelt. 

Die Melasselésung stellt ein wesentlich giinstigeres Ausgangs- 
material dar, mit einem zwar geringen aber nicht zu unterschitzenden 
Gehalt an organischem Stickstoff und hefeassimilierbarem Stickstoff, 
mit einem hohen Gehalt an Salzen, darunter an Phosphaten, die als 
wertvolles Puffersystem fiir die Hefeziichtung willkommen sind. 

Die Holzzuckerlésung, speziell die einstweilen fiir unsere Versuche 
verwendete, nach dem Scholler-Tornesch-Verfahren hergestellte Wiirze., 
ist ein durch Druckperkolation mit verdiinnter Schwefelsiure bei 
Temperaturen bis zu 180° hergestelltes Holzhydrolysat, reich an Zer- 
setzungsprodukten, arm an Stickstoff (Fichtenholz enthalt rund 0,05 
bis 0,10°%, Stickstoff) und an puffernden Substanzen, sicher frei von 
wachstumstérdernden Stoffen, dagegen reich an wachstums- und garungs- 
hemmenden Substanzen, die erst durch Klarprozesse oder Zusiitze aus- 
geschaltet werden miissen. Nach all dem scheinen die Holzzucker- 
lésungen gegeniiber Melasse in bezug auf die Eignung zur Futterhefe- 
erzeugung benachteiligt zu sein. DaB aber die Futterhefenerzeugung 
aus Holzzucker méglich und auch in technischem Mabstabe durch- 


' Zeitschr. d. Wirtschaftsgruppe Zuckerindustrie 85, 32, 1935. — 
2 Wochenschr. f. Brauerei 1927, S. 355. 


















































Futterhefegewinnung in Holzzuckerlésungen. I. 25 


| fiihrbar ist, geht aus der Tatsache hervor, dab im Betriebe der 
I Deutschen Holzverzuckerungs- und Chemische Fabrik A.-G. in Tornesch 
n schon Futterhefe in technischem MaBstabe geziichtet und in umfang- 
n reichen Fiitterungsversuchen von Honkamp} sowie Fingerling' und 
1 H. Biinger* als vollwertiges, der getrockneten Brauereihefe und dem 

Sojaextraktionsschrot praktisch gleichwertiges Futtermittel erkannt 

worden ist. Bei diesen Grobversuchen, die der eine von uns 


(R. Lechner) damals in Tornesch mit durchgefiihrt hat, stand der 
Zweck im Vordergrund, zunichst zu zeigen, dab die Herstellung 
gréBerer Mengen von FutterhefeneiweiB prinzipiell méglich ist. Weiter- 


. hin sollte fiir die Tierversuche soviel Futterhefe aus Holzzucker erzeugt 
: werden, daB ihre Gleichwertigkeit als Kraftfutter gegeniiber Braucret- 


hefe und Sojaschrot geprift werden konnte. Auf die Frage nach dem 
Minimum an dem teuren, organischen bzw. assimilierbaren Stickstoff 
wurde bei diesen Versuchen wenig Wert gelegt. 


In unseren Arbeiten tiber das Futterhefenproblem haben wir nun 
diese Frage weitgehend beriicksichtigt. Wahrend bei den GroBversuchen 
in Tornesch mit reichlichen Gaben an organischem Stickstoff gearbeitet 
worden ist, haben wir uns als erste Aufgabe gestellt, mit welchen Mindest- 
mengen von organischen Stickstoffverbindungen die dauernde Fortziichtung 
— ohne neue Stellhefe — von torula utilis ohne Abnahme der Hefeernte 
und ohne Minderung des Eiweipgehalts der Hefe noch méglich ist. Selbst- 
verstandlich sind die Hefeausbeuten pro Kohlenhydrat genau erfabt 
und Bilanzen uber die Stickstoffverhaltnisse aufgestellt worden. 


Wir haben dicses Problem weniger vom Standpunkt der PreBhefe- 
erzeugung als vom allgemein biochemischen und biologischen Stand punkt 
aus in Angriff genommen. Fiir den Erfolg ausschlaggebend war es bei 
unseren Versuchen, Delbriicks System der natiirlichen Reinzucht zu 
beriicksichtigen und weiterhin die biochemischen Erfahrungen iiber die 
Anpassung von Hefen an neue, ungewohnte Substrate und iiber das 
Biosproblem zugrunde zu legen. Wir wollen in dieser ersten Mitteilung 
aus der Fiille unseres Versuchsmaterials nur die wichtigsten Ergebnisse 
in bezug auf die Dauerziichtung und die Stickstoffverhaltnisse heraus- 
greifen. 

Wir gingen aus von einer Probe abgepreBter Torula utilis, die nicht 
mehr als Reinkultur angesprochen werden konnte, da sie zwei Wochen im Eis- 
schrank zwischen zwei Uhrglaisern aufbewahrt worden war; sie war in 
Melassel6sung mit Nahrsalzzusatzen ohne Liiftung in unserer biologischen 
Abteilung hergefiihrt worden. Als um so erstaunlicher miissen wir hervor- 
heben, daB lediglich durch Einhaltung der ,.natiirlichen*S Reinzucht- 


! Die landwirtschaftlichen Versuchsstationen 118, 263, 1934. 2 Eben- 
da 121, 191, 1934. 
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bedingungen dieser Hefestamm noch nach einer Dauerziichtung von 14, unter 
technischen Bedingungen durchgetiihrten Fiihrungen von Herrn Dr. Glau- 
bitz bzw. von Herrn Privatdozenten Dr. Koch, denen wir bestens fiir ihre 
Mitarbeit danken, als biologisch rein, ohne jede Infektion und in bestem 
Ernahrungszustand erkannt werden konnte, ein neuer Beweis dafiir, wie 
gerade bei zymotechnischen Arbeiten die sachgemaBe Anwendung von 
Delbriicks natirlicher Reinzucht der absoluten Reinkultur iiberlegen ist. 

Die Hetfeztichtung selbst haben wir durehgefiihrt in kleintechnischem 
Mafistab in einem 8-Liter-Stutzen, mit mittelfeiner Beliiftung, nach dem 
Zulautvertahren. 

Als Garsubstrat stand uns eine nach dem Scholler-Tornesch-Verfahren 
gewonnene Holzzuckerwiirze (Durchschnittswiirze) zur Vertiigung. Die 
Wiirze enthielt auBer den geringen Mengen des aus dem Holz stammenden 
Stickstoffs noch etwa die gleiche Menge Malzkeimstickstoff, da bei der 
Verzuckerung des Holzes Malzkeime im Perkolator zugesetzt und mit 
aufgeschlossen werden. (Dieser Malzkeimzusatz dient bei der Vergarung der 
Wiirze auf Spiritus zur Hefeernihrung.) Die rohe, saure Holzzuckerwiirze 
wurde durch Zugabe von gemahlener Kreide neutralisiert, mit Natrium- 
sulfit (2,595 berechnet auf reduzierenden Zucker) versetzt und _ filtriert. 
Als Nahrstoffe wurden jeweils Kaliumphosphat, Magnesiumsulfat und 
Ammonsulfat in der Gesamtwiirze gelést. Im Verlauf der Ziichtung wurde 
zur garenden Wiirze noch weiterer anorganischer Stickstoff in Form von 
Ammoniakwasser zugesetzt. Diese Ammoniakzugabe diente gleichzeitig zur 
Abstumpfung der aus dem Ammonsulfat frei werdenden Schwefelsiure. 

Bei den ersten Fiihrungen setzten wir auch noch geringe, von 
Fiihrung zu Fihrung abnehmende Mengen an Malzkeimauszug her- 
gestellt durch Erwarmen der Malzkeime mit Wasser (20 g auf 500 ccm) 


® und nachfolgendes Filtrieren zu, um die oben beschriebene 


auf 75 
Stellhefe allmahlich des hochwertigen organischen Stickstoffs zu ent- 
wohnen und sie an das neue Nahrmedium anzupassen. Von der 
7. riihrung ab ziichteten wir ohne Malzkeimzusatz nur mit der oben 
beschriebenen Holzzuckerlésung. Die 3,26°,ige Wiirze (reduzierender 
Zucker) enthielt nur 0,048 g Gesamtstickstoff in 1000 cem. 


Nach jeder Ziichtung wurde ein Teil der Hefeernte in abgepreBtem 
Zustand aufgehoben und fiir die nachste Fiihrung verwendet. Kine Be- 
handlung dieser Stellhefe, sei es durch Waschen mit Wasser oder Saure, 
erfolgte in keinem Falle. Da, wie erwahnt, beim Arbeiten mit der Holz- 
zuckerwtirze niemals eine Infektion auftrat, hatten wir es nicht noétig, 
neue Stellhefe zu verwenden. Unser einer Stamm hat eine Dauer- 
zuchtung von 14 kiihrungen wahrend drei Wochen iiberdauert bei Ver- 
abreichung minimaler Mengen organischen Stickstoffs. Gerade das all- 
miahliche Ubhergehen zu niedrigsten organischen Stickstoffgaben halten wir 
fiir die wichtige Grundlage des Erfolgs, daB keinerlei Infektion wahrend der 
langen, in technischem Mabstab durchgefiihrten Dauerziichtung auf- 
getreten ist. Dadurch wurden die primitiven Wachstumsverhaltnisse 
geschaffen, die fiir die .,Mineralhefe** noch gut genug, fiir die Infektions- 
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organismen aber vielleicht schon zu schlecht sind. Es ist dies eine 
Konsequenz von Delbriicks natiirlicher Reinzucht, auf die torula utilis 
angewandt. 

In der nachfolgenden Tabelle sind die Versuchsdaten hinsichtlich 
der Stickstoffgaben und EiweiBausbeute zusammengefabt. 

Es sind aufgefiihrt: 

In Spalte 1 die betreffende Nummer der Ziichtung. 

In Spalte 2 die in der Gesamtwiirzemenge zur Verwendung gelangte 
Menge an reduzierendem Zucker. 

In Spalte 3, 4 und 5 die angewandten Mengen an organischem, an- 
organischem und Gesamtstickstoff. 

In Spalte 6 und 7 die angewandten Mengen an organischem und an- 
organischem Stickstoff, ausgedriickt in Hundertteilen des Gesamtstickstoffs. 

In Spalte 8 der Zuwachs an Hefetrockensubstanz; Zauwachs ist Ge- 
samternte minus Anstellhefe. 

In Spalte 9 und 10 der Stickstoff- bzw. EiweiByehalt der geernteten Hefe. 

In Spalte 11 und 12 der Zuwachs an Stickstoff baw. Eiweil. 

In Spalte 13 die EiweiBausbeute (EiweiBzuwachs), berechnet aut den 
angewandten reduzierenden Zucker. 

In Spalte 14 und 15 die Stickstoffmenge im Hefezuwachs in Prozenten 
des angewandten Gesamtstickstoffs bzw. anorganischen Stickstoffs. 

Bei den Versuchen | mit 4 wurde der Stickstoff- bzw. Eiweibgehalt 
der geernteten Hefe nicht bestimmt. Als organischer Stickstoff ist bei 
den Ziichtungen 1 mit 6 der in der Holzzuckerwiirze vorhandene Ge- 
samtstickstoff plus der im zugesetzten Malzkeimauszug enthaltene 
Gesamtstickstoff eingesetzt. Bei den Ziichtungen 7 mit 14 wurde kein 
Malzkeimauszug zugesetzt; somit stammen die geringen Mengen an 
organischem Stickstoff allein aus der Holzzuckerwirze. 

Es muB dabei hervorgehoben werden, dais wir als organischen 
Stickstoff den Gesamtstickstoff der Wiirze bzw. des Malzkeimauszugs 
eingesetzt haben, nicht aber den assimilierbaren Stickstoff.. Der fiir die 
Hefe assimilierbare Stickstoff stellt nur einen Bruchteil des Gesamt- 
stickstoffs dar und ist von uns nicht ermittelt worden, da unser Be- 
streben ja zunachst darauf hinzielte, zu zeigen, daB bei der Futter- 
hefeziichtung in Holzzuckerwiirze Zusitze von organischem Stickstoff 
nicht oder nur in geringer Menge notwendig sind. 

Die EiweiBausbeuten sind auf den angewandten reduzierenden 
Zucker bezogen. Da aber in der Holzzuckerwirze ein gewisser Anteil 
an Pentosen und anderen fiir die Hefe nicht verwertbaren Zuckern 
enthalten ist, mag die Bezugnahme auf den reduzierenden Zucker, 
anstatt auf vergirbaren Zucker nicht ganz richtig erscheinen. Fiir den 
Zweck dieser Mitteilung ist dies aber berechtigt, denn die Zusammen- 
setzung der Wiirze blieb bei allen Versuchen die gleiche. AuBerdem sind 
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die Verhaltnisse iiber reduzierenden, vergiarbaren und zum Autbau fiir 


die Hefe verwertbaren Zucker etwas verwickelt und sollen in der 
nachsten Mitteilung an Hand unseres groBen Versuchsmaterials aus- 
einandergesetzt werden. 

Der Eiweibgehalt der Hefe schwankt zwischen 53 und 59°, in der 
Trockensubstanz. 

Ks wurden in Form von biosynthetisch gebildetem HefeeiweiB 
wiedergefunden 


vom angewandten Gesamtstick - 


stoff .......... . 88 bis 95%, durchschnittlich 92%, 
vom angewandten anorganischen 
PRICBABGEE 3s ele el BR ORI, - 95%. 


= 


Da nach den Arbeiten von H. Claassen! 7°, der aufgebauten Ei- 
weibstoffe durch den Stoffwechsel der Hefe wieder in die Nahrlésung 
ausgeschieden werden, ist demnach in unseren Versuchen der angewandte 
Stickstoff, sowohl Gesamtstickstoff wie anorganischer Stickstoff, voll 
ausgenutzt worden; es war also bei der Ziichtung von Torula utilis in 
Holzzuckerwiirze kein StickstoffiiberschuB nétig. 


In einer nachsten Mitteilung werden wir iiber die Fortfiihrung 
unserer Arbeiten und die Versuchsanstellung und den Ziichtungs- 
verlauf der oben beschriebenen Versuche genauer berichten und auf die 
quantitativen Verhaltnisse und die Ausbeuteberechnung naher eingehen. 


Nachtrag bei der Korrektur. Inzwischen gelang uns die Dauer- 
zuchtung des genannten Hefestammes bis zur 24. Fihrung, ohne Ab- 
nahme der Ausbeute, ohne Auftreten von Infektion, unter Erhaltung 
guten Ernahrungszustandes der Hefe. Von Fiihrung 15 ab verwendeten 
wir eine andere, vollkommen malzkeimstickstoff-freie Holzzuckerwiirze. 
Wir halten damit die Dauerziichtung von torula utilis unter technischen 
Bedingungen in Holzzuckerlésung, die als Stickstoffquelle auBer dem 
aus dem Holz stammenden Stickstoff nur an organischen Stickstoff ent- 
hielt, fiir bewiesen. Versuche mit Bergius-Holzzucker sind im Gange. 





1 Zeitschr. d. Ver. Deutsch. Zuckerindustrie, Techn. T. S84, 713, 1934. 








Uber die Bestimmung des Athylalkohols 
und seiner Oxydationsprodukte in biologischen Substraten. 
Von 
Alexander Janke und Stephan Kropaecsy. 
(Aus dem Institut fiir Biochemische Technologie an der Technischen 
Hochschule in Wien.) 
(Eingegangen am 25. Marz 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


3eim Studium der Oxydation des Athylalkohols auf biologischem 
Wege, vor allem durch Essigsdurebakterien, ist neben der quantitativen 
Bestimmung des Substrats auch jene von Acetaldehyd, fliichtiger Saure 
und Gesamtsaure nétig; dazu kommt noch die Ermittlung der Menge an 
verbrauchtem Sauerstoff und an eventuell gebildeter Kohlensaure. 


1. Die Bestimmung des Athylalkohols. 


Fir den vorliegenden Zweck, namlich die Bestimmung des Athyl- 
alkohols neben seinen Oxydationsprodukten, kommen bloB chemische 
Methoden in Frage. Unter diesen scheint zunadchst die Veresterung mit 


salpetriger Siure am geeignetsten, da hierbei der Acetaldehyd nicht 
mitbestimmt wird und auch sonst nicht stérend wirkt. Wenn wir uns 
trotzdem der Chromschwefelsiuremethode bedienten, die nur die Be- 
stimmung der Summe Alkohol + Aldehyd gestattet, so geschah dies 
wegen deren gréBeren Genauigkeit und ferner deshalb, weil auf diesem 
Wege eine einwandfreie Abtrennung der beiden genannten fliichtigen 
Stoffe von der Bakteriensuspension mdglich ist. 


‘ Wir verwendeten fiir unsere Versuche so wie Hoepner! 50° ige Schwefel- 
siure, jedoch eine Bichromatlésung von geringerer Konzentration (0,5 n) 
als jene war, die genannter Forscher benutzte (2 n), und lieBen das Gemisch 
bei 40° wahrend 1 Stunde auf die Probefliissigkeit wirken. Hierbei er- 
hielten wir jedoch durchwegs zu niedrige Werte, was den SchluB zulieB, daB 
unter den gegebenen Bedingungen aus den nach AbschluB der Oxydation 
zugesetzten 2,5 g¢ KJ mehr Jod ausgeschieden wurde als dem vorhandenen 
Bichromat entsprochen hatte. Die Erklirung hierfiir wurde in der von ver- 
schiedenen Forschern? festgestellten Tatsache gefunden, daB bei Gegenwart 
von Luft die Reduktion von Bichromat durch Jodkalium eine Reaktion 
zwischen letzterem und dem Luftsauerstoff induziert. Das Ausmaf dieser 


' K. Hoepner, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 34, 453, 
1917; alle iibrigen Forscher, die sich der Bichromatmethode bedienten, ver- 
wendeten entweder konz. oder nahezu konz. Schwefelsaure oder starker 
verdiinnte. — ? Vgl. J. M. Kolthoff u. H. Menzel, Die MaBanalyse, 2. Aufl., 
2, 384. Berlin 1931. 
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Nebenreaktion ist bei richtiger Saurekonzentration verschwindend gering, 
wird aber bei héherer Saurekonzentration betrachtlich. Eine Ausschaltung 
dieser Fehlerquelle durch Verdiinnen des Reaktionsgemisches kam nicht in 
Frage, weil hierdurch auch eine Verminderung der Jodkalikonzentration 
erfolgt ware, was wieder die quantitative Reduktion des Bichromats ver- 
eitelt hatte. Es wurde daher eine Unterdriickung der Nebenreaktion durch 
Ausschaltung des Luftsauerstoffs versucht, und zwar durch HinzuflieBen- 
lassen von 30ccm einer kaltgesattigten Sodalésung zu dem abgekiihlten 
Reaktionsgemisch. Die bei der Neutralisation sich entwickelnde Kohlen- 
siuremenge ist ausreichend, um die Luft aus dem ReaktionsgefaiB zu ver- 
dringen bzw. so weitgehend zu verdiinnen, da sie keinen stérenden EinfluB 
mehr ausiibt; durch diese Ma8nahme erfuhr auch die Schwefelséurekonzen- 
tration eine erwiinschte Herabminderung. Wir erhielten so bei Kontroll- 
bestimmungen eine mittlere Abweichung von bloB + 0,2 bis 0,3°,, bezogen 
auf die verwendete Alkoholmenge. Hierbei wurde derart verfahren, das 
wir die in einem EinschmelzgefaiB sich befindende gewogene Menge absoluten 
Alkohols in einen zum Teil mit dest. Wasser gefiillten MeBkolben einbrachten, 
das EinschmelzgefaiB mittels eines Glasstabes zertriimmerten und den 
Kolben mit dest. Wasser bis zur Marke auffiillten. 

Infolge der Fehler, die sich bei der Analyse geringer Substratmengen 
mit relativ konzentrierten MaBfliissigkeiten ergeben, stellten sich bei der 
Bestimmung von Alkoholmengen unter 8 mg Abweichungen ein, die iiber 
das zulassige MaB hinausgingen. Wir waren daher genétigt, mit der Kon- 
zentration der Kaliumbichromatlésung auf n/10 zuriickzugehen, was aber 
eine Ausdehnung der Oxydationszeit auf 2 Stunden nétig machte, um die 
oben angegebene Genauigkeit zu erreichen. Es richtet sich demnach die 
Konzentration der benutzten Lésungen sowie die Einwirkungsdauer nach 
der Menge des zu bestimmenden Alkohols bzw. Alkohol-Aldehydgemisches, 
und zwar gestaltet sich die Ausfiihrung der Untersuchung wie folgt: 


A. Erfassungsbereich: 8 bis 50mg Alkohol. 


Erforderliche Lésungen. WKaliumbichromat (0,5 n), Natriumthiosulfat 
(n/10), Schwefelsiure (50°,ig; 273 cem H,SO, [d = 1,84] + 500 cem H,0), 
Sodalésung (kalt gesattigt) und Starkelésung (0,5° ig). 

Ausfiihrung. In eine 500 ccm fassende Stépselflasche, deren Stépsel 
durch ein starkes Gummiband am Halse der Flasche fixiert werden kann, 
bringt man aus einer Mikrobiirette 10 cem der Bichromatlésung, vermischt 
mit 50 cem Schwefelsaéure und setzt die zu untersuchende Alkohollésung zu; 
deren Menge soll 20 cem nicht wesentlich iibersteigen. Nachdem die Flasche 
verschlossen und der Stépsel verspannt ist, bringt man sie in ein Wasserbad, 
dessen Temperatur 40° betrigt. Nach Ablauf 1 Stunde wird die Flasche 
aus dem Wasserbad entfernt und unter der Wasserleitung abgekiihlt. Der 
Inhalt der geéffneten Flasche wird mit ungefaihr 20 cem Wasser verdiinnt, 
worauf man vorsichtig 30 cem Sodalésung zuflieBen laBt. Nach beendeter 
Kohlensaureentwicklung fiigt man 2,5 g festes Jodkali zu und beschleunigt 
dessen Auflésung durch Schwenken der Flasche. Sobald_ vollstandige 
Lésung eingetreten ist, verdiinnt man das Reaktionsgemisch auf 400 ccm, 
wobei das dest. Wasser entlang der Wandung der schrag gehaltenen Flasche 
einflieBen gelassen wird. Nach tiichtiger Durchmischung der Fliissigkeit 
wird das ausgeschiedene Jod mit Thiosulfat titriert. Gegen Ende der 
Reaktion setzt man 10 ccm Starkelésung hinzu; die Titration ist beendet, 
wenn die Farbe von blauviolett nach hellgriin umgeschlagen ist. 
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B. Erjassungsbereich: 1 bis 8 mg Alkohol. 

Erforderliche Lésungen. Kaliumbichromat (n/10), Natriumthiosulfat 
(n/50), die anderen Lésungen wie oben. 

Die Ausfthrung ertolgt ganz analog der oben mitgeteilten Arbeitsweise, 
nur wird das Erwarmen des Reaktionsgemisches auf 2 Stunden ausgedehnt 
und der Jodkalizusatz auf 2 g erniedrigt. 

Der durchschnittliche Fehler betragt 0,2 bis 0,3°, der verwendeten 
Alkoholmenge. Die gleiche Methode kann auch zur Bestimmung des Acet- 
aldehyds Verwendung finden, weshalb wir dieselbe zur Ermittlung der 
Summe Alkohol + Aldehyd benutzten. 
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Abb. 1. Vorrichtung zur oxydimetrischen Bestimmung von Athylalkohol + Acetaldehyd. 


Da die Bakterienzellen ebenfalls mit Chromschwefelsdure reagieren, 
miissen die zu bestimmenden Stoffe durch Vakuumdestillation ab- 
getrennt werden. Um hierbei Verluste zu vermeiden, erfolgt die Destilla- 
tion in einer nach aufBen hin vollkommen abgeschlossenen, in Abb. 1 
dargestellten Apparatur, wobei die Dampfe direkt in die Chromschwefel- 
siure eingeleitet werden. 

Die Arbeitsweise ist die folgende: Nachdem die 500 cem_ fassende 
Flasche F mit dem Bichromat-Schwefelsiuregemisch gefiillt worden ist, 
verbindet man sie mit dem Aufsatz A und fixiert sie im Wasserbad W, das 
auf 40° erwarmt wird. Der Schliff S mu8 mit konz. Schwefelsiure geschmiert 
sein. Der kleine Destillierkolben D von 50 ccm Inhalt wird nun mit 10 cem 
Suspension gefiillt und derart mit dem gut gefetteten Schliff 8, verbunden, 
da® er gegen die Flasche F hin vollkommen abgeschlossen erscheint. Sobald 
die Luft aus der Apparatur abgesaugt ist, werden die Hahne H und H, 
verschlossen und der Kolben D durch vorsichtiges Drehen mit dem Kugel- 
rohr R, verbunden. Man hebt nunmehr das Wasserbad W, so hoch, da der 
Kolben D vollstandig eintaucht, und steigert die Temperatur des Wassers 
bis auf 100°. Zeitweises vorsichtiges Erwarmen des Kugelrohres 2, und des 
Verbindungsrohres A bringt eventuell kondensierte Anteile der Déampfe 
wieder zum Verdampfen. 

Sobald der Inhalt des Kolbens D bis zur Trockne verdampft ist, was 
nach etwa 20 bis 30 Minuten eintritt, wird durch teilweises Offnen des 
Hahnes H, langsam Luft in die Apparatur einstrémen gelassen. Nach 
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Eintritt des Druckausgleiches wird das Erwairmen des Wasserbades W, ein- 
gestellt, die Temperatur des Wasserbades W aber solange auf 40° gehalten, 
bis vom Eintritt des Verdampfens in D an gerechnet | Stunde verstrichen 
ist. Gelangt eine n/10 Bichromatlésung zur Verwendung, so wird die 
Versuchsdauer auf 2 Stunden ausgedehnt. 

Nach Vollendung der Verbrennung lést man die Verbindung zwischen 
dem Aufsatz und der Flasche bei S, spiilt das Rohr mit destilliertem Wasser 
gut ab und analysiert den Flascheninhalt auf die oben mitgeteilte Weise. 


2. Die Bestimmung des Acetaldehyds. 


Diese erfolgt am besten nach dem modifizierten Bisulfitverfahren, 
bei dem im Gegensatz zur urspriinglichen Methode von Ripper nicht 
der Rest an schwefliger Saure, sondern der als aldehydschweflige Saure 
gebundene Anteil bestimmt wird; die Zerlegung erfolgt in bekannter 
Weise durch Zugabe von Natriumbicarbonat im UberschuB. Eine auf 
dieses Verhalten gegriindete Abanderung der Ripperschen Methode ist 
durch Neuberg und Reinfurth' beschrieben, von Clausen? als Mikro- 

1ethode ausgebildet und als solehe bereits verschiedentlich? mit ge- 

ngen Abanderungen verwendet worden; wir fanden die nachstehend 

gegebene Ausfiihrungsform am geeignetsten. 

Erforderliche Lésungen. Erfassungsbereich: 18 bis 50 mg 2 bis 18 mg 
Natriumbisulfitlbsung . . ... .. . 25ceemn/5 15 cem n/5 
WOT SG ct as es me bees Vee n/1l0 n/100 


Ausfiihrung der Bestimmung. In einer weithalsigen Stépselflasche von 
500 cem Fassungsraum wird die angegebene Menge Bisulfit mit einem ge- 
messenen Anteil der Aldehydlésung vermischt und 20 Minuten lang reagieren 
gelassen. Nach Zusatz der Starkelésung fiigt man solange von der Jodlésung 
hinzu, bis die Fliissigkeit schwach blau gefarbt erscheint. Sodann wird ein 
groBer UberschuB an Natriumbicarbonat méglichst auf einmal in die Flasche 
gebracht, worauf sofort mit der Titration begonnen werden kann. 

Der Zerfall der aldehydschwefligen Saure in ihre Komponenten erfolgt 
unter den angegebenen Bedingungen nicht momentan, sondern erfordert 
eine bestimmte Zeit. Durch eine entsprechende Regulierung der zuflieBenden 
Jodl6sung kann erreicht werden, daB von dieser stets ein geringer L berschufs 
im Reaktionsgemisch verbleibt und so eine vollkommene Entfarbung 
desselben vermieden oder auf eine ganz kurze Zeitspanne beschrankt wird ; 
dadurch lassen sich Verluste an schwefliger Saure hintanhalten. Als beendet 
kann die Reaktion, die gegen SchluB mit sehr geringer Geschwindigkeit 
verlauft, erst dann angesehen werden, wenn die rotviolette Farbung des 
Reaktionsgemisches mindestens 1 Minute bestehen bleibt. Fiir sehr exakte 
Untersuchungen empfiehlt sich die Anstellung eines Vorversuchs zwecks 
Feststellung des angenaiherten Jodverbrauchs. Bei der eigentlichen Be- 
stimmung bringt man zu der mit Natriumbicarbonat versetzten aber nicht 
vermischten Titrationsfliissigkeit etwas weniger als die ausreichende Menge 
Jodlésung, vermischt sodann durch Schwenken und setzt den tropfenweisen 


1 CO. Neuberg u. E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 365, 1918. — 7 S. W. 
Clausen, J. of biol. Chem. 52, 263, 1922. — ? 7. EB. Friedemann, M.Cotonio 





u. P. A. Shaffer, ebenda 73, 327, 1927; Y. Tomoda, J. Soc. Chem. Ind. 
Japan 32, 1973, 1929. 
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Zusatz von Jod solange fort, bis das Reaktionsgemisch schwach rotviolett 
gefarbt bleibt. Eine Kontrolle dieser Methode durch die oxydimetrische 
Bestimmung mittels Chromschwefelsiure ergab eine weitgehende Uber- 
einstimmung. 


Obwohl die Bakteriensuspension — wie besondere Versuche zeigten 

die Bestimmung des Aldehyds nicht stért, muB der letztere ab- 
destilliert werden, da bei dessen Bestimmung das als Stoppmittel ver- 
wendete Silbersulfat schwankende Resultate verursacht. Um Verluste 
zu vermeiden, erfolgt die Destillation direkt in die Bisulfitlésung, und 
zwar derart, daB das Kihlerrohr unmittelbar in diese eintaucht. Als 
Vorlage dient die oben erwahnte Stépselflasche, in der dann gleich die 
Aldehydbestimmung erfolgt. Wie Kontrollen mit reiner Aldehyd- 
lésung ergaben, gelingt so eine quantitative Erfassung dieses leicht- 
fliichtigen Stoffes. 


3. Die Bestimmung der Essigsiure. 


Die quantitative Ubertreibung der Essigsiure aus dem Reaktions- 
gemisch durch einfache Wasserdampfdestillation lieferte nicht gentigend 
genaue Resultate. Es ergab sich die Notwendigkeit, die Destillation im 
Vakuum durchzufiihren und zur Abtrennung der letzten Reste der 
Essigsiure Phosphorsaure zuzusetzen. Da diese aber beim Sieden 
im Vakuum die unangenehme Eigenschaft zeigt, zu feinen Nebeln zu 
zersprihen und in dieser Form in das Destillat tiberzugehen, muBte 
zwischen Destillierkolben und Kihler ein Dampffilter eingeschaltet 
werden. Durch Verwendung der in Abb. 2 dargestellten Apparatur 
war es auf einfache Weise méglich, den bei der Titration stérenden 
EinfluB der Luftkohlensiure auszuschalten. 


Der schief liegende Destillierkolben DK weist im Innern ein Rohr kh, 
auf, das bis zu seiner tiefsten Stelle reicht. Nach dem Austritt aus dem 
birnenfé6rmig erweiterten Aufsatz gabelt sich das Rohr in zwei Teile, von 
denen der eine — nach aufwarts gerichtete — durch einen den Quetschhahn Q 
tragenden Gummischlauch mit einem kleinen Trichter 7'r in Verbindung 
steht; an den zweiten, seitlich abgebogenen Teil des Rohres RF, ist mittels 
eines Gummischlauches ein Natronkalkrohr angeschlossen, an das sich noch 
eine mit Barytlauge gefiillte Waschflasche reiht. Durch die Klemme A/ 
kann die Geschwindigkeit des durchziehenden Luftstromes entsprechend 
geregelt werden. Das erweiterte obere Ende des Destillierkolbens geht durch 
ein kurzes gebogenes Rohr in den Destillieraufsatz A, iiber, an dessen schrig 
nach abwarts fiihrendem Rohr das Dampffilter D/’ angeschlossen ist. Dieses 
besteht aus einem etwa 100 ccm fassenden, mit Glasperlen gefiillten Rund- 
kolben, dessen Ableitungsrohr zum Kiihler fiihrt. Dieser ist am Ende durch 
einen kurzen Schlauch mit dem bis zur tiefsten Stelle der Vorlage V reichen- 
den Rohr R,, dessen Ende sich verjiingt, verbunden. Die zweite Bohrung 
des die Vorlage V abschlieBenden Gummistépsels trigt die Destillierkugel A,. 
Das in diese hineinragende gebogene Réhrchen Ff, wird durch einen Gummi- 
stépsel im oberen Hals der Kugel festgehalten und ist gegen die angeschlossene 
Saugflasche durch den Hahn H absperrbar. 
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Zur Durchfiihrung der Destillation wird die Vorlage V mit 20 bis 25 cem 
kohlensaurefreier 0,05 n Natronlauge beschickt und mit dem Aufsatz luft- 
dicht verbunden. Dann fiillt man durch den Trichter 7’r 20 cem Suspension 
in den Destillierkolben ein, spiilt mit 20 cem Wasser nach und schlieBt den 
Quetschhahn Q luftdicht ab. Die Klemme K/ mu wahrend des EinflieBen- 
lassens der Probe in den Kolben dicht verschlossen sein, weil sonst etwas von 
der Fliissigkeit in das Natronkalkrohr gelangen kénnte. Sobald nun das 
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Abb. 2. Vorrichtung zum Abdestillieren yon Essigséure 


im Vakuum und zu deren titrimetrischer Bestimmung 
unter Ausschluf der Luftkohlensaure. 








Wasserbad W B, unter dem Filter zum Sieden er- 
hitzt ist, wird die Verbindung mit der Wasser- 
strahlpumpe_ hergestellt. . Nachdem man _ die 
Klemme K/ derartig eingestellt hat, daS8 pro 
Minute 4 bis 5 Blasen in der Vorlage V aufsteigen, be- 
ginnt man mit dem Erwarmen des Wasserbads W B, 
und bringt dessen Temperatur auf 50 bis 55°C. 
Falls zu Beginn der Destillation heftiges Schiumen 
auftritt, muB der Hahn H zeitweilig geschlossen 
werden. Sobald der Inhalt des Destillierkolbens bis 
zur Trockne eingedampft ist, sperrt man den 
Hahn H ab und 1laé8t durch den Trichter 7'r 20cem Wasser einflieBen, 
dem vorher 0,3ccm Phosphorsiéiure (spez. Gew. 1,12) zugesetzt worden 
sind. Wenn die Phosphorsaurelésung auf etwa 0,5 ccm eingedampft ist’, 
bringt man durch den Trichter 15 cem dest. Wasser hinzu und wieder- 
holt diesen Zusatz nach neuerlichem Eindampfen auf etwa 0,5 ecm 
noch einmal. Nachdem das Wasser des dritten Zusatzes zum gréBten Teil 
verdampft ist, schlieBt man den Hahn H endgiiltig, laBt durch den Trichter 
20 cem dest. Wasser zuflieBen und 6ffnet die Klemme A/ soweit, da8 binnen 
einiger Minuten Druckausgleich erfolgen kann. Hierauf liiftet man den 
Gummistopfen der Vorlage, waischt den Kiihler, das Réhrchen PF, und die 
Kugel A, gut mit dest. Wasser aus und fangt dieses in der Vorlage auf. Die 
gesamte Fliissigkeitsmenge macht etwa 130 ccm aus; dieses Volumen ist in 








1 Kin Eindampfen bis zur Trockne ist wegen Zersetzung der Bakterien- 
zellen unstatthaft. 
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der Vorlage durch eine Marke gekennzeichnet und wird bis zu dieser nétigen- 
falls mit dest. Wasser aufgefiillt. 

Zur Bestimmung der abdestillierten Essigsdure versetzt man den Inhalt 
der Vorlage mit einigen Tropfen Phenolphthaleinlésung, la8t einen aus- 
reichenden UberschuB an 0,05 n H,SO, zuflieBen, erhitzt bis zum beginnen- 
den Sieden und titriert hierauf mit 0,05 n Natronlauge bis zur schwachen 
Rosafairbung. Das Stellen des Laugetiters erfolgt unter genau den gleichen 
Bedingungen. 

Da die Bakteriensuspension eine geringe Menge an fliichtiger Saéure 
enthalt, mu8 diese in einem Blindversuch ermittelt und von dem erhaltenen 
Resultat in Abzug gebracht werden. 


4. Die Bestimmung der Gesamtsiiure. 


Diese mu unmittelbar im Reaktionsgemisch ausgefiihrt werden, was 
einigermaBen schwierig ist, da dasselbe infolge des hohen Bakteriengehalts 
eine starke Triibung und schwach gelbliche Farbung aufweist. Ein Ab- 
schleudern der Zellen ist wegen ihrer adsorbierender Wirkung auf die 
Essigséiure nicht ratsam. Man nimmt daher zweckma®ig eine Verdiinnung 
von 20cem des Reaktionsgemisches auf etwa 100cem vor. Wegen der 
Anwesenheit des als Stoppmittel verwendeten Silbersulfats muB die Titration 
mit gréBter Vorsicht erfolgen, da ein Ubertitrieren infolge des Ausfallens von 
Silberoxyd einen scheinbaren Mehrverbrauch an Lauge nach sich zieht; 
beim Umschlagspunkt des Phenolphthaleins hingegen macht sich diese 
St6érung bei geniigend raschem Arbeiten noch nicht bemerkbar. 


5. Die Bestimmung von Sauerstoff und Kohlensiure. 


! be- 


Zur Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs wird an das von uns 
schriebene ReaktionsgefaB eine Gasbiirette angeschlossen, die zu Versuchs- 
beginn eine bestimmte und fiir die Umsetzung ausreichende Sauerstoffmenge 
enthalt. Kommt es zur Bildung eines gasférmigen Reaktionsproduktes (wie 
z. B. Kohlensaure), so ist es nétig, dessen Menge zu der an der Biirette ab- 
gelesenen Volumenverminderung hinzuzuzihlen. Bei der Berechnung der 
Gewichtsmenge des Sauerstoffs aus dem ermittelten Volumen auf Grund 
der Gasgleichung mu8 der Dampfdruck der als Sperrfliissigkeit verwendeten 
Kochsalzlésung beriicksichtigt werden. Die Menge der eventuell gebildeten 
Kohlensdure \aBt sich aus der nach Zugabe von Kalilauge 1: 2 in das Reak- 
tionsgefaB eintretenden Volumenabnahme in der Biirette feststellen. 


Zusammenfassung. 

Es wird ein Untersuchungsgang zur Bestimmung des Athylalkohols 
und seiner Oxydationsprodukte in biologischen Substraten mitgeteilt 
und zwar erfolgt — nach Abstoppung des Oxydationsprozesses mittels 
Silbersulfats — die Ermittlung der Summe Alkohol + Aldehyd durch 
Oxydation mit Chromschwefelséure bei Fernhaltung des Luftsauerstoffs 
und die Bestimmung des Aldehyds allein nach dem modifizierten Bi- 
sulfitverfahren. Fiir die Abtreibung der L'ssigsdure aus dem mit Phosphor- 
siure angesiuerten Reaktionsgemisch wird eine Vakuumdestillations- 
methode mit Verwendung eines Dampffilters unter gleichzeitiger Aus- 
schaltung der die nachfolgende Titration beeintrichtigenden Luft- 
kohlensaure empfohlen. 


1 A. Janke u. St. Kropacsy, diese Zeitschr. 277, 268, 1935. 
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Beitrige zur Kenntnis des Mechanismus der Essigsiuregirung. 
Von 
Alexander Janke und Stephan Kropaesy. 
(Aus dem Institut fiir Biochemische Technologie an der Technischen Hoch- 
schule in Wien.) 
(Eingegangen am 30. Marz 1935.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Bei der bakteriellen Oxydation des Athylalkohols zu Essigsaure, die 
zufolge Wieland! als Dehydrierung aufgefabt werden kann, entsteht als 
Zwischenprodukt Acetaldehyd. Dessen Auftreten bei der technischen 
Essiggarung ist schon seit langem bekannt; sein Nachweis als Zwischen- 
stufe konnte durch Neuberg und Nord? mittels der Abfangmethode unter 
Verwendung von Ca-Sulfit gefiihrt werden. Die Umwandlung des 
Alkohols in Essigsiure vollzieht sich demnach in zwei Stufen, von denen 
die erste sicher eine Dehydrierung ist, wahrend die zweite entweder als 
Dehydrierung oder als Dismutation verlaufen kann. Wahrend Newberg 
und Mitarbeiter® letzteren Vorgang auch unter aeroben Verhaltnissen 
als mitbestimmend betrachteten, miBt Wieland* demselben unter 
den Bedingungen der Essigsiuregarung keine besondere Bedeutung zu; 
Windisch ® hingegen halt neuerdings wieder an einer wesentlichen Anteil- 
nahme der Mutase an den Stoffwechselvorgingen der Essigsaure- 
bakterien fest. Eine Klarung dieses Widerspruchs schien die Arbeit von 
Simon ® zu liefern, nach welcher die Wasserstoffionenkonzentration eine 
entscheidende Rolle beziiglich des Uberwiegens von Dehydrierung oder 
Dismutation spielt, wogegen aber die Befunde von Bertho und Basu? 
sprachen. Diese Angelegenheit bedurfte demnach einer erneuten 
Bearbeitung, und zwar unter Benutzung einer verfeinerten Methodik. 

Mit der Frage des Einflusses der Wasserstoffionenkonzentration auf 
Dehydrierung und Dismutation in innigem Zusammenhang steht die 
weitere Krage nach dem Reaktionsverlauf, den Wieland und Bertho4 
als geradlinig angeben. Die letztgenannten Forscher hatten sich zu 
ihren Versuchen der Barcroft-Warburgschen Methodik bedient, also aus 
den Anderungen im Gasraum auf den Reaktionsverlauf in der fliissigen 

1 H. Wieland, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 46, 3327, 1913. 2C. Neu- 
berg u. F. Nord, diese Zeitschr. 96, 158, 1919. 30. Neuberg u. F. Windisch, 
ebenda 166, 454, 1925; Naturwiss. 18, 993, 1925; C. Neuberg u. E. Molinari, 
ebenda 14, 758, 1926; vgl. auch EZ. Molinari, diese Zeitschr. 216, 187, 1929. 


4 H. Wieland u. A. Bertho, Liebigs Ann. 467, 95, 1928. — ® F. Windisch, 
diese Zeitschr. 250, 466, 1932. - 6 BE. Simon, ebenda 224, 253, 1930. — 


7 A. Bertho u. K. P. Basu, Liebigs Ann. 485, 26, 1931. 
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Phase geschlossen. Dieser Vorgang erschien uns bei der Alkoholsaéuerung 

mit ihren wechselnden Mengen an dem als Zwischenprodukt auftretenden 
Acetaldehyd nicht einwandfrei, weshalb wir es fiir angezeigt hielten, , 
an die Klarung dieser Frage unter Zugrundelegung der Gesamtbilanz 
heranzutreten. Auch erachteten wir die Untersuchung der Alkohol- 
dehydrierung unter Verwendung sogenannter ,,ruhender Kulturen’ 

vom technologischen Standpunkt aus fiir wiinschenswert, zumal die 
Trennung von Vermehrung und Garung fiir die Praxis der Alkohol- 

siuerung zweifelsohne Vorteile béte. 


A. Methodik. 
1. Die verwendeten Bakterien. 
a) Morphologie und Physiologie. 


Zu allen Versuchen, tiber die in dieser Arbeit berichtet wird, kam 
Bact. ascendens Hbg. der Institutssammlung zur Verwendung. Dieses 
Bakterium tritt gréBtenteils als Kurzstabchen mit abgerundeten Enden auf; 
fadige Abweichungsformen kénnen nur selten beobachtet werden. Die Ab- 
messungen der Staébchen auf Biernahrboden sind die folgenden: 


Linge: M = 1,93 +0,03 pn; o = 0,32 un; Mo = 1,80 un, 
Breite: M = 1,27 + 0,013 u; o = 0,14 nu; Mo = 1,27 p!. 


Gutes Wachstum zeigte das Bakterium auf Lagerbier und alkoholi- 
siertem Hefenwasser unter Ausbildung einer typischen, an den GeféBwianden 
emporkletternden Haut. Eine einwandfreie Sauerung lieB sich bei folgenden 
Kohlenhydraten und Alkoholen in Hefenwasser feststellen: Mannose, 
Saccharose, Glucose, Xylose, Inulin, Athylalkohol, n-Propylalkohol, 
n-Butylalkohol, iso-Butylalkohol und Athylenglykol. Das von uns ver- 
wendete Bakterium weicht demnach in seinen physiologischen Eigen- 
schaften von der Originalkultur Hennebergs ab, was auch schon durch 
Hermann und Neuschul?® beziiglich der von ihnen benutzten Stamme fest- 
gestellt wurde. Eine Weiteroxydation der Essigsiure bis zu Kohlensaiure 
(Uberoxydat ion) durch die wachsende Kultur konnte mittels einer besonderen 
Apparatur einwandfrei nachgewiesen werden; hierbei lieB sich ein Auftreten 
fixer Saduren als eventuelle Zwischenprodukte nicht feststellen. 


b) Herstellung von Massenkulturen. 


Fiir die Durchfiihrung von Umsetzungen mittels sogenannter ruhender 
Kultur wird eine groBe Menge méglichst gleichartigen Zellmaterials benétigt. 
Dasselbe gewinnt man am besten auf 3° igem Bieragar, der gegeniiber 
Lagerbier héhere Ausbeuten an Bakterienmaterial liefert, das auBerdem 
einen geringeren Prozentsatz an toten Zellen aufweist. Wegen der be- 
deutenden Empfindlichkeit des Bact. ascendens gegen Séiuren wird das ent- 
geistete Bier zunachst mittels Lauge auf den Umschlagspunkt des Phenol- 
phthaleins eingestellt und der hieraus bereitete 3°4ige Agarnihrboden nach 

1 Betreffend die Berechnung von Mittelwert (./), Standardabweichung 
(o) und Mode (Mo) vgl. A. Janke, Centralbl. f. Bakt. II, 74, 26, 1928. — 
2 S. Hermann u. P. Neuschul, diese Zeitschr. 233, 130, 1931. 
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fraktioniertem Sterilisieren mit bloB 1°, Alkohol versetzt; ferner kommt 
die Ernte bereits in einem Zeitpunkt zur Verwendung, in dem :noch keine 
intensivere Saéurebildung eingesetzt hat. Der Bieragarnahrboden wird in 
etwa 7mm hoher Schicht in 25 groBe Doppelschalen von 20¢m = Dureh- 
messer ausgegossen, worauf die Aussaat des Bact. ascendens aus einer 
Vorkultur erfolgt. Zu deren Gewinnung verdiinnt man eine bei 25° ge- 
wonnene Lagerbiervegetation mit dem doppelten Volumen an physiologischer 
Kochsalzlésung und gieBt die durch Schiitteln gleichmaBig verteilte Lmpt- 
suspension derart iiber den erstarrten Bieragar in den Doppelschalen, da’ 
sie den Nahrboden in 1mm hoher Schicht bedeckt. Auf diese Weise wird 
ein Anwachsen der Vegetation an die Agaroberflaiche und ein Austrocknen 
der letzteren vermieden, vielmehr ein sehr lockeres und ungemein wirksames 
Zellmaterial gewonnen. Das GieBen und Beimpfen der Kulturen ist un- 
bedingt in einem sterilen Raum vorzunehmen. 


c) Ernte der Organismen, deren Reinigung sowie Bereitung und 
Alterung der Zellsuspension. 


Nach fiinftagigem Aufenthalt der Massenkulturen im Thermostaten 
von 25° werden die Organismen vom Bierargar mit steriler 1°, iger Natrium- 
sulfatlésung abgespiilt und die Suspension in einer sterilen Flasche gesammelt ; 
fest anhaftende Teile der Oberflachenvegetation miissen durch vorsichtiges 
Reiben mit einem sterilen Glasstab losgelést werden, wobei die Agarober- 
flache nicht verletzt werden darf. Darauf folgt das Ausschleudern der 
Bakterienzellen aus der Suspension in sterilen Zentrifugenr6éhrehen, die durch 
Gummistopfen verschlieBbar sind. Die abgeschleuderten Bakterien werden 
nochmals in der Natriumsulfatlésung suspendiert mit darauffolgendem 
Abschleudern und dieser Vorgang abermals wiederholt. Zur Gewinnung 
der endgiiltigen Versuchssuspension verteilt man den letzten Schleuder- 
riickstand in 300 bis 400 cem Natriumsulfatl6sung und schiittelt in einer 
500-cem-Stépselflasche solange auf der Schiittelmaschine, bis die Suspension 
vollkommen homogen und frei von gréberen Partikeln erscheint. Nach 
5 Tage langem Aufenthalt im Eisschrank sind die in den Zellen gespeicherten 
Reservestoffe verbraucht; derartig .,gealtertes‘’ Zellmaterial hat bei Aut- 
bewahrung im Eisschrank innerhalb eines Zeitraumes von 3 bis 4 Wochen 
ein ziemlich unverdndertes Verhalten betreffend den zeitlichen Sauerstoft- 
umsatz bei den Dehydrierungsversuchen gezeigt. Die Verwendung der 
1°Sigen Natriumsulfatlbsung zum Waschen der Organismen wie zur Be- 
reitung der Versuchssuspension an Stelle der sonst iiblichen Kochsalz- 
lé6sung war deshalb erforderlich, weil das Natriumchlorid einerseits mit dem 
zum Abstoppen verwendeten Silbersulfat (siehe weiter unten) reagieren und 
andererseits die Bestimmung der fliichtigen Saure im Reaktionsgemisch 
st6ren wiirde. Eine nachteilige Einwirkung der Natriumsulfatlésung auf 
die Wirksamkeit der Mikroben konnte nicht beobachtet werden. 


d) Das Stoppen des Reaktionsablaufes. 


Sofern sich eine Bestimmung des Alkoholverbrauchs eriibrigt, kann 
saiurefreier absoluter Alkohol als Stoppmittel Verwendung finden, und wenn 
auf die Bestimmung der fixen Saure kein Wert gelegt wird, gelingt es durch 
Verschiebung des pq mittels Phosphorsiiurezusatzes die Reaktion rasch zum 
Stillstand zu bringen. In allen anderen Fallen ist Silbersulfat am geeig- 
netsten, da es trotz seiner geringen Léslichkeit eine ausreichende Gift- 
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wirkung aufweist, um den Reaktionsablauf fast momentan abzustoppen, 
und im Gegensatz zum Silbernitrat und Quecksilberchlorid —- die analyti- 
schen Untersuchungsmethoden nicht st6ért. Das genau abgemessene Stopp- 
mittel (meist 10 ccm) wird unter Zuhilfenahme eines Kapillartrichters in 
diinne Glaskugeln von etwa 12 bis 14 cem Inhalt, die zu einem nicht zu 
engen Rohr ausgezogen sind, eingefiillt, die Kugeln dann in einem Wasserbad 
auf 29 bis 30° erwarmt und schlieBlich der Rohransatz abgeschmolzen. 


e) Die Versuche mit ruhenden Kulturen. 

Wenn auch Méiller! unterdessen angeblich wirksamere Acetondauer- 
priparate von Essigséurebakterien als andere Forscher vor ihm gewonnen 
hat, so wire auch die Aktivitét dieser Praparate fiir unsere Versuche nicht 
ausreichend gewesen. Auch war uns wie eingangs erwihnt aus techno- 
logischen Griinden darum zu tun, sogenannte ,,ruhende Kulturen‘S von 
Bact. ascendens zu verwenden, d.h. Suspensionen dieses Organismus unter 
Bedingungen, die den Baustoffwechsel méglichst vollstandig ausschalten 
und nur die gewiinschten Umsetzungen vor sich gehen lassen. Daher war 
eine Fernhaltung aller Stoffe nétig, die auf die Bakterien eine Nahrwirkung 
austiben, weshalb auch auf die vollstandige Entfernung der Nahrstoffreste 
durch geeignete Reinigung des Zellenmaterials ein besonderes Augenmerk 
gerichtet werden muBte. Alle Versuche mit ruhenden Kulturen wurden 
unter gleichen Bedingungen bei 29° im Schiittelthermostaten und mit gleichen 
Mengenverhiltnissen des Reaktionsgemisches durchgefiihrt. 

Da wir in einigen Versuchen einen eventuellen Zusammenhang zwischen 
der physiologischen Leistung der Zellsuspensionen und deren Gehalt an 
Bakterien aufdecken wollten, muSBten wir die gesamte Zellenzahl in den 
Suspensionen und ferner die Zahl an lebenden Zellen feststellen. Letztere 
wurde ermittelt nach dem Kochschen Plattenverfahren unter Verwendung 
von je zehn Petri-Schalen mit Bieragar (mit 2 bis 3°4 Alkohol). Zur Er- 
hebung der Gesamtzahl an Bakterien bedienten wir uns der Sprof}pilz- 
Mischmethode?*. 


2. Apparatur und chemisch-analytische Methoden. 

Bei der Durchfiihrung der Versuche kam das von uns? bereits friiher 
besehriebene ReaktionsgefafB zur Verwendung, das in dem auf 29°C 
eingestellten Schiittelthermostaten derart rasch bewegt wurde, dal die 
Diffusionsgeschwindigkeit als zeitbestimmender Faktor ausschied, 
wovon wir uns durch spezielle Versuche tiberzeugten; hierdurch war die 
Voraussetzung fiir die Anstellung reaktionskinetischer Versuche ge- 
schaffen. 

Zur Ermittlung des Umsatzes diente neben der volumetrischen 
Messung des Sauerstoffverbrauchs die Bestimmung der Summe Alkohol 

Aldehyd nach der von uns* modifizierten Chromschwefelsiuremethode, 
und zwar unter Verwendung einer Apparatur, die ein unmittelbares 


1 DP. Miller, diese Zeitschr. 254, 97, 1932. - ® Vgl. Janke-Zikes, 
Arbeitsmethoden der Mikrobiologie, 8. 84. Dresden und Leipzig, 1928. — 
8 A. Janke u. St. Kropacsy, diese Zeitschr. 277, 268, 1935. — 4 Dieselben, 


ebenda 278, 30, 1935. 
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Einleiten der Alkohol-Aldehyddimpfe in die Chromschwefelsaure ge- 


stattete. Die Menge des angehiuften Aldch yds allein lieB sich nach dem 
Bisulfit-Bicarbonatverfahren einwandfrei feststellen, wobei wir den 
Aldehyd direkt in die Bisulfitlésung destillierten?!. 

Die gebildeten Sauren bestimmten wir durch Titration mit Alkali 
unter Verwendung von Phenolphthalein als Indikator, und zwar die 
Gesamtsdure nach Verdiinnung mit Wasser unter peinlichster Vermeidung 
von Ubertitrieren wegen der Gefahr des Ausfallens von Silberoxyd aus 
dem als Stoppmittel verwendeten Silbersulfat, die gebildete Essigsdure 
nach Vakuumdestillation unter Verwendung eines Dampffilters zwecks 
Zuriickhaltung von mitgerissener Phosphorsaure!. 

Die Ermittlung des verbrauchten Sauerstoffs und der eventuell 
gebildeten Kohlensaiure erfolgte mittels einer Gasbiirette nach der von 
uns angegebenen Arbeitsweise *. 


B. Bilanzversuche. 
1. Alkoholdehydrierung. 

Nachdem wir uns durch eine Versuchsserie zunachst davon wber- 
zeugt hatten, daB der mittels unserer Apparatur volumetrisch ermittelte 
Sauerstoffverbrauch mit dem auf oxydimetrischem Wege erhaltenen 
befriedigend iibereinstimmt, wurde in einer zweiten Serie neben der 
Sauerstoffbilanz auch 
die Menge der gebildeten Tabelle I. 





Essigsiure festgestellt; 


Sauerstoffaufnahme Sauerstoffaufnahme 


die Ergebnisse finden Versuch Suspen- in mg (aus gefundener 
os . Ta halle aa sion (gasvolumetrisch Essigsiure 
sich in Tabelle I ver- , ‘ gemessen) berechnet) 

‘ Nr. Nr. 
zeichnet. 

Es war demnach 11 ll 129.1 100-1 
wesentlich weniger Essig- 13 Ill 119.3 75,9 
siure gefunden worden 14 I\ 115,6 85,7 

; 19 Vil 124.3 108.2 
als dem festgestellten 20 VII 125.6 108.7 


Sauerstoffumsatz ent- 

sprochen hatte. Entweder konnte Uberoxydation eingetreten sein, 
oder aber eine gréBere Menge von Aldehyd sich angesammelt haben; 
dessen Bestimmung war daher nétig, um eine geschlossene Gesamt- 
bilanz zu erhalten. 

Bei den 15 Gesamtbilanzversuchen, tiber deren Ergebnisse im 
nachstehenden zu berichten ist, erfolgte die Bestimmung des Sauerstoff- 
verbrauchs auf dreierlei verschiedene Weise, namlich durch Biiretten- 
ablesung, dann auf oxydimetrischem Wege und endlich durch Berech- 
nung aus den Reaktionsprodukten. 

1 A. Janke u. St. Kropacsy, diese Zeitschr. 278, 30, 1935. — * Die- 
selben, ebenda 277, 268, 1935. 
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Die Ergebnisse aller 15 Versuche finden sich in Tabelle II iibersichtlich 
zusammengestellt. 


Tabelle II. 





Sauerstoffverbrauch Sauerstoff 


Ver- | Suspen- 7 Alkohol- — aldehyd | in der | Essig- 

such sion direkt oxy- verbrauch in mg | Aldehyd- siiure 
bestimmt | “imetrisch | berechnet in mg  stufe in mg 

Nr. Nr. bestimmt 

21 Vil 25,3 124,9 125,8 215,5 58,85 2u0°. |: 2961 

22 Vill 128.6 129,8 1288 201,3 27,78 10,1 222,7 


23 VIEL | 124,8 124,0 124,9 197,8 36,67 13,3 209,3 
24 VIL = 124.6 123,8 125,3 200,6 42.9 15,6 205,8 


25 VIII , 128.5 128,6 129,0 209,0 45,8 16,64 | 210.5 
27 IX | 121,8 120,0 122,6 179,8 18,16 6,6 217,5 
28 IX || 120,17 118,2 120,2 179,5 20,05 7,3 211,8 
29 IX || 123,0 120,7 123,3 181,7 15,26 5,5 221,0 


59 XVI 123,5 124,0 123.8 251,3 | 139,4 50,67 137,3 
61 XVI 126,56 127,9 1264 263,1 = 151,3 55,0 131,6 
62 | XVII | 118,0 116,4 1174 229,7 | 118,7 43,16 140.3 
63 XVII 120,9 121.6 119.3 238,6 = 121,5 44,20 , 1408 
64 | XVII | 120,9 121,1 120,8 240.4 122.5 44,51 143,1 
65 | XVII | 119,9 120,8 119,3 237,5 | 121,6 43,18 142.8 
66 | XVII |} 121,] 122.5 1215 244.2 129.6 47,79 | 139,7 


Es ergab sich demnach bei der Einwitkung ruhender Kulturen von 
Bact. ascendens auf Alkohol eine Genauigkeit der Gesamtbilanz innerhalb 
der Versuchsfehler der angewandten Methodik, so daB demnach weder 
indirekt noch direkt eine Uberoxydation der Essigsiure nachzuweisen 
war, wohl aber die Anhaufung ganz betrachtlicher Aldehydmengen. 


2. Die Aldehyd-dehydrierung. 
Bei diesen Versuchen konnte im Gegensatz zu jenen, die die Alkohol- 
dehydrierung betrafen, wegen der Flichtigkeit des Substrats dieses erst 


Tabelle III. 





Sauerstoffverbrauch 


Aldehyd- Gebildete 


Versuch Suspension berechnet berechnet verbrauch _—_Essigsiiure 

direkt aus dem aus der in mg in mg 

bestimmt umgesetzten  gebildeten 

Nr. Nr. Aldehyd Essigsadure 
2 X 67,26 67,05 67,60 184,5 254,0 
4 X 67,49 67,41 67,69 185,5 254,0 
5 X 66,90 66,54 67,27 183,1 252,4 
8 X 66,36 66,68 66,50 183,5 2495 
9 X 65,64 65,92 65,65 181,4 246,3 
10 XI 66,78 67,88 66,29 186,8 248,7 
30 XVII 65,78 66,06 66,08 181,8 247,9 
31 XVII 65,43 65,74 65,22 180,9 244,7 
32 XVII 65,61 65,50 66,23 183,0 248,8 
33 XVII 66,59 67,00 66,90 184,4 251,0 


34 XVII 66,10 66,50 66,50 183,3 249.5 
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- nach Zugabe der Bakteriensuspension in das ReaktionsgefaB  ein- 
gebracht werden, wodurch ein Nachspiilen mit 5 cem Wasser nétig war: 
— es ergab sich so fiir das Reaktionsgemisch ein um diese Raummenge 
= erhéhtes Volumen. 
re Die Differenzen zwischen Sauerstoffverbrauch und Substratumsatz 
al bzw. gebildeter Essigsiure betragen im Durchschnitt etwa 0,5° , liegen 
| also innerhalb der Versuchsfehler. Es ist demnach die Essigsiure a's 
” einziges Dehydrierungsprodukt des Aldehyds entstanden. Fiir die 
3 Bildung der Kohlensaure ergeben sich keine Anhaltspunkte; auch 
. direkt war diese nicht nachweisbar. 
8 3. Dehydrierungsversuche mit Essigsdure als Substrat. 
0 Da immerhin mit der Méglichkeit zu rechnen war, daB eine Uber- 
5 oxydation der Essigsiure nur bei Abwesenheit von Alkohol und Aldehyd 
3 unter den Bedingungen der Versuche mit ruhender Kultur in deutlich 
8 erkennbarem AusmaB Platz greift, wurden zwei Versuche mit Essigsaure 
a als Dehydrierungssubstrat angesetzt. Aber auch unter diesen Verhalt- 
7 nissen konnte eine Uberoxydation nicht nachgéwiesen werden. 
mon 4. Die Aldehyddismutation. 
alb Samtliche Versuche iiber Aldehyddismutation wurden mit ein und 
der derselben Suspension (XI) in einer Stickstoffatmosphare durchgefiihrt. 
en GemaB der geringeren Wirksamkeit der Dismutase muSten die Um- 
en. satzzeiten eine entsprechende Verlingerung erfahren. Die Abstoppung 
erfolgte wieder durch Silbersulfatlésung. Die Untersuchung des Reak- 
tionsgemisches erstreckte sich auf die Bestimmung des Aldehydver- 
ol- brauchs, des gebildeten Alkohols und der entstandenen Essigsaure ; die 
rst jeweiligen Werte bringt Tabelle IV. 
Tabelle IV. 
i Aldehydverbrauch Alkohol Essigsiiure Alkohol 
: scandal halons reer Xi : a Essig- 
: a nee = — in mg * a in mg - —_ in Molen 
1 1334 | 3031 6936 | 1,506 | 90,67 1,510 3016 
2 149.5 | 3,395 78,00 1,694 102,0 1,699 3,393 
| 3 1209 | 2746 © 6242 | 1,356 | 8286 1,380 | 2,736 
+ 181,7 4,127 94,75 2,058 124.6 2,076 4,134 
5 167,0 3,793 87,26 1,895 114,2 1,902 3,797 
: Wie aus den bloB innerhalb der Versuchsfehler liegenden geringen 
) Abweichungen der in den Kolonnen 3 und 8 der Tabelle IV enthaltenen 
| Werten zu ersehen ist, verlief der Umsatz streng im Sinne der Dismuta- 
| tionsgleichung, was im Einklang mit den Feststellungen von Neuberg 
u. Windisch steht. 
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C. Umsatzkurven. 
1. Die Sauerstoffumsatzkurven. 

Fir die Alkoholdehydrierungsversuche ergeben sich deutlich ge- 
kriimmte Sauerstoffumsatzkurven, und zwar nimmt zu Beginn des 
Umsatzes die Sauerstoffaufnahme rasch zu, erreicht schlieBlich ein 
Maximum, um weiter allmahlich abzusinken. Nur bei jenen Versuchen, 
die mit auBerordentlich aktiven Suspensionen durchgefiihrt wurden, 
oder bei denen die erste Biirettenablesung zu spat nach Beginn des 
Umsatzes erfolgte, fehlt der ansteigende Ast. Die Sauerstoffumsatz- 
kurven der Aldehyddehydrierungsversuche sind wesentlich schwacher 
gekriimnit, aber auch sie verlaufen niemals vollkommen linear. Wie 
weiter unten gezeigt werden wird, ist die Ursache dieser Kriimmung der 
Umsatzkurven vor allem in der py-Abhangigkeit der wirksamen Enzyme 
zu erblicken. 

Wieland und Bertho' haben in scheinbarem Gegensatz zu unseren 
Feststellungen einen linearen Verlauf der Sauerstoffumsatzkurven er- 
mittelt. Die beiden Forscher versuchten eine Anderung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration durch Verwendung von Pufferlésungen auszu- 
schlieBen:; wir haben jedoch auf diesem Wege keine Konstanz des px 
erzielen kénnen (siehe weiter unten). Den genannten Forschern mute 
aber der ansteigende Teil der Kurve in der tiberwiegenden Zahl der 
Falle iberhaupt entgehen, da sie mit einem sauren Acetatpuffer (py = 5,6) 
arbeiteten: dort, wo sie einen alkalischen Puffer verwendeten?, ergibt 
sich aus den von ihnen erhaltenen Werten ein ahnlicher Verlauf, wie wir 
ihn gefunden haben. Damit soll jedoch keineswegs bestritten werden, 
da die Kinetik beider Dehydrierungsprozesse tatsachlich fiir Reaktionen 
nullter Ordnung spricht. Zwecks Ausschaltung des py-Einflusses er- 
mittelt man die Abhangigkeit des Umsatzes von der Zeit am besten in 
jenem Intervall, in dem die optimalen py-Werte liegen, da in diesem 
Bereich eine geringe Anderung des px auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
ohne wesentlichen EinfluB sein wird. Fiir die Aldehyddehydrierung 
trifft dies bei Wieland und Bertho in allen jenen Fallen zu, wo sie mit dem 
sauren Acetatpuffer arbeiteten; fiir unsere Untersuchungen ergibt sich 
aus Abb. 4 dieses Intervall zu py = 5,6 bis 6,6 (je nach dem Alter der 
Suspension), innerhalb welchem die Umsatzkurve tatsachlich einen 
linearen Verlauf aufweist, die Reaktion demnach nullter Ordnung ist. 

Bei der Alkoholdehydrierung jedoch laBt sich aus dem Sauerstoff- 
umsatz tiberhaupt kein eindeutiger SchluB auf den Reaktionsverlauf 
ziehen, da ja Aldehyd in wechselnder Menge als Zwischenprodukt 
entsteht. Es ist daher nétig, den Substratumsatz, ausgedriickt in Molen, 


1 H. Wieland u. A. Bertho, Liebigs Ann. 467, 95, 1928. — * Dieselben, 
l.c. S. 104, Tabelle I, Versuch IB. 




















4 5 


Beitrage zur Kenntnis des Mechanismus der Essigsiuregarung. 


festzustellen, und zwar wieder im optimalen pxy-Bereich. Aus den in 


der Abb. 5 dargestellten Umsatzkurven, die aus Teilversuchen mit ge- 
staffelten Umsatzzeiten erhalten wurden, lassen sich die entsprechenden 
Werte ermitteln, indem man den Sauerstoffaufwand, der fiir die Aldehyd- 
bildung nétig war, berechnet und den so erhaltenen Wert vom experi- 
mentell festgestellten Sauerstoffverbrauch abzieht; die sich so ergebende 
Differenzzah] wird nun auf Alkohol umgerechnet, wobei | Mol Sauerstoff 
1 Mol Alkohol entspricht. Dem so erhaltenen Wert ist noch die dem Alde- 
hyd entsprechende aquivalente Alkoholmenge zuzuschlagen. Auf diese 
Weise errechnet sich der umgesetzte Alkohol im optimalen py-Bereich 
aus den Versuchsreihen 34 bis 37 fiir eine Zeitspanne von je 5 Minuten 
zu 0,180, 0,186 bzw. 0,174. 10-° Mole und aus den Versuehsreihen 
40 bis 42 zu 0,191, 0,193 baw. 0,180 . 10-® Mole. 

Der Umsatz kann demnach innerhalb des engen Bereiches, 
in dem er von der py-Anderung nahezu unabhingig ist. praktisch als 
mit konstanter Geschwindigkeit verlaufend angesehen werden. Zwecks 
Bestatigung dieses Sachverhalts fiihrten wir Dehydrierungsversuche 
aus, bei denen durch Zugabe von Essigsiure zu dem bisher verwendeten 
Phosphatpuffergemisch der pxu-Wert auf die obere Grenze des optimalen 
Bereichs eingestellt wurde, und zwar fiir die Alkoholdehydrierung auf 
pu = 6,0, fiir die Aldehyddehydrierung auf py = 6,4; ferner erfolgte 
die Ablesung des aufgenommenen Sauerstoffs in Zeitintervallen von 
bloB 2 Minuten. Bei der Aldehyddehydrierung konnte man aus den fiir 
diese Zweiminutenintervalle zwischen der 4. und 14. Minute erhaltenen 
Sauerstoffwerte, namlich 3,4, 3,4, 3,2, 3,1, 3,1 und 3,lcem O,, un- 
mittelbar die nahezu konstante Geschwindigkeit des Vorgangs erkennen. 
Bei der Alkoholdehydrierung hingegen muBte wieder ein gestaffelter 
Versuch zwecks Ermittlung der in den einzelnen Zeitpunkten an- 
gesammelten Aldehydmengen zur Durchfithrung kommen und der um- 
gesetzte Alkohol in der oben geschilderten Weise berechnet werden; 
das Ergebnis ist in den Tabellen VIII und LX niedergelegt, aus denen 
fiir die Alkoholdehydrierung ebenfalls ein linearer Verlauf innerhalb 
des optimalen py-Bereichs hervorgeht. Es kénnen demnach Alkohol- 
und Aldehyddehydrierung bei Ausschaltung des px-EKinflusses als 
feaktionen nullter Ordnung betrachtet werden. 


2. Vergleich der beiden Dehydrierungsprozesse, 
a) Nach dem Sauerstoffumsatz. 

Um einen Einblick in die bei den beiden Dehydrierungsprozessen 
auftretenden relativen Umsatze zu erlangen, wurde die Sauerstoff- 
aufnahme der gleichen Suspension unter den naimlichen Bedingungen 
einerseits mit Alkohol, andererseits mit Aldehyd als Substrat gemessen 
und verglichen. Die beiden Versuche fanden jeweils an ein und demselben 
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Tage statt, und zwar unter Benutzung von relativ alteren Suspensionen, 
deren Wirksamkeit erfahrungsgemaB durch lingere Zeit hindurch 
konstant bleibt; ferner kamen optimale Konzentrationen der beiden 
Substrate zur Verwendung. Die Versuche wurden mit Suspensionen 
verschiedener Funktionstichtigkeit wiederholt, um so von Zufalligkeiten 
unabhangige Resultate zu erhalten. Die mittels ungepufferter und 
gepufferter Ansatze erzielten Ergebnisse finden sich in Tabelle V_ ver- 
zeichnet, in der QY den Quotienten aus dem Sauerstoffverbrauch fiir den 
Alkoholumsatz innerhalb einer bestimmten Zeit und dem fiir dieselbe 
Zeitspanne festgestellten Sauerstoffverbrauch des Aldehydumsatzes 
bedeutet. 
Tabelle V. 





Suspensio Alter ae Mittelwert 
; om , in ll @-Werte ‘fiir . 
a) Ungepufferte Ansatze. 

b.4 6 Nach 15 30 45 Minuten 
() £2.20 1,8 be 
XVII 7 Nach 85 70 105 Minuten 
O=— 2° 20° 9 2 
XV 10 Nach 10 20 30 Minuten 
QO=z=20.186 1838 1,89 
XII 28 Nach 40 80 120 Minuten 
QO=20 17 16 1,77 
b) Gepufferte Ansatze (Phosphatpuffer, pg — 7,52). 
XVIII 5 | Nach 40 80 120 160 Minuten | 
Q = 1,18 1,38 1,53 41,70 145 


Wie aus Tabelle V hervorgeht, andern sich die Sauerstoffumsatz- 
verhiltnisse mit dem Fortschritt der Reaktion. Bei ungepufferten 
Ansitzen werden die Verhaltniszahlen um so kleiner, je weiter der 
teaktionsablauf fortschreitet, was darauf zuriickzufiihren ist, daB bei der 
Alkoholdehydrierung die Menge des als Zwischenprodukt entstehenden 
Aldehyds immer mehr anwachst. AuBer der Reaktionsdauer kommt 
aber auch dem Alter der Suspension ein Einflu8 auf das Sauerstoff- 
umsatzverhaltnis zu, und zwar nimmt dasselbe um so mehr ab, je alter 
die Suspension ist, was wieder mit der Aldehydanhaufung in urséich- 
lichem Zusammenhang steht. 

In gepufferten Ansitzen, deren pa-Werte im alkalischen Gebiete 
liegen, 1iBt sich ein gegenteiliges Verhalten beobachten, indem mit 
fortschreitender Reaktion die Sauerstoffaufnahme bei der Aldehyd- 
dehydrierung begiinstigt wird. Als Ursache ist die Verschiedenheit der 
pu-Optima der beiden Prozesse anzusehen. Wie naimlich weiter unten 
niher ausgefiihrt werden wird, liegt das px-Optimum der Aldehyd- 
dehydrierung der alkalischen Seite naher als jenes der Alkoholdehydrie- 
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rung. Durch den Zusatz des schwach alkalischen Puffers wird im Reak- 
tionsgemisch zunichst ein pu erzeugt, das auBerhalb der beiden Optima 


gelegen ist. Unter dem EinfluB der entstehenden Essigsiure wird sich 
das pu der Versuchslésung allmaéhlich nach der sauren Seite verschie ben, 
wobei naturgemaB das Optimum des Aldehyddehydrierungsprozesses 
friiher erreicht werden muB als jenes fiir die Alkoholdehydrierung. 


b) Nach den Substratumsatzen. 


Vergleicht man die beiden Leistungen in den ungepufferten An- 
sitzen nicht durch die Sauerstoffumsatze, sondern durch die molaren 
Substratumsdtze bei gleicher Sauerstoffaufnahme, so ergibt sich ein 
starkerer Verbrauch des Alkohols gegeniiber dem des Aldehyds (vgl. 
Tabelle V1), selbst dann, wenn die beiden Substrate in optimalen 
Konzentrationen geboten werden. Das Ausmaf} der Aldehydansammlung 
ist bei gleichenVersuchsbedingungen nur von der Eigenheit der Mikroben- 
suspension abhangig, und zwar ist die Aldehydmenge naturgemaB um 
so gr6éBer, je rascher die Suspension den Alkohol im Vergleich zum 
Aldehyd zu dehydrieren vermag. 


Tabelle VI. 





An- 
ohol- | geSammelte 
Sena is Umsatz- Substrat- —— Aldehyd- 
y - aq Umsetzungsversuch zeit verbrauch ——— menge bei 
= in Min in Molen Aldehyd- ger Alkohol- 
umsatz — dehydrierung 
Nr. in mg 
XI Alkoholumsetz. Nr. 32 78 4.414.10-% ; * 
P nh : 6. 59.78 
Aldehydumsetz. , 12 83 4,153 .10°3 106s 59 
X Alkoholumsetz. 31 45 4,669 . 10-3 9 . 
” aon ‘ 142 64.2 
Aldehydumsetz. , 11 44 4,086 . 10-8 1,14 6451 
XV Alkoholumsetz. 50 28 4,980 . 10-8 y , 
» = 2’ ' 28 08 40 
Aldehydumsetz. , 29 27 3,880. 1073 1,254 108, 


Zwecks Vergleichs der zeitlichen Substratumsdtze war es wieder 
nétig, zur Erfassung des Alkoholverbrauchs an Stelle eines durch- 
laufenden Versuchs mehrere Teilversuche mit gestaffelten Umsatz- 
zeiten durchzufiihren, nach deren AbschluB die Menge des entstandenen 
Aldehyds oder der gebildeten Essigsiure ermittelt werden muBte. Die 
Ergebnisse der Versuche mit ungepufferten Ansadtzen sind in Abb. 1 
graphisch dargestellt. Fiir das Verhaltnis des Alkoholverbrauchs zum 
Aldehydverbrauch bei gleichem Sauerstoffumsatz ergeben sich die 
folgenden Werte: 

Nach 8 16 24 32 Minuten; Mittelwert 
1,609 1,416 1,274 1,235 1,383 
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Das Resultat deckt sich demnach voéllig mit jenem der Sauerstoff- 


feaktion fortschreitet, nimmt die 


Bevorzugung des Alkoholverbrauchs ab; im Einklang hiermit steht die 
Tatsache, daB die Geschwindigkeit der Aldehydanhaufung anfanglich 
am bedeutendsten ist und allmahlich immer mehr absinkt. 


Die Ergebnisse beim Arbeiten 
mit gepujjerten Ansatzen (py 7,52) 
bringt die Tabelle VII. Wie aus 
dieser hervorgeht, ist das Umsatz- 
verhaltnis Alkohol: Aldehyd kleiner 
als 1, d. h. nach Ablauf einer gleich 
langen Versuchszeit sind vom Al- 
dehyd mehr Mole dehydriert wor- 
den als vom Alkohol. Dies scheint 
zunaichst insofern befremdlich, als 
es auch hier zu einer Aldehyd- 
anhaufung kommt, die wohl wesent- 
lich geringer ist, als bei den un- 
gepufferten Ansitzen. Die Er- 
klarung kann nur darin zu suchen 
sein, daB im Falle der Dehydrierung 
des Aldehyds dieser in optimaler 
Ansatz findet, 
wahrend er als Zwischenprodukt 
der Alkoholdehydrierung bloB in 
wesentlich geringerer Konzen- 
entsteht. Abhian- 


Menge im sich 


tration Diese 


gigkeit der Umsatzgeschwindigkeit des Aldehyds von seiner Konzen- 
tration wurde auch durch Wieland und Bertho beobachtet. 


Tabelle VII. 

















Suspen- 
sion 


Nr. 
XVIII 
(5 Tage) 
XVIII 
(12 Tage) 
XIII 
(12 Tage) 


Alkoholumsetz. 
Aldehydumsetz. 


Umsetzungsversuch 


Alkoholumsetz. 
Aldehydumsetz. 


Alkoholumsetz. 
Aldehydumsetz. 


Nr. 


34 
21 
39 
22 
44 
24 


— oe Alkohol- An- 
Umsatz- Substrat- umsatz gesammelte 
zeit verbrauch Aldehvd 
in Min. in Molen Aldehyd- Aldehyd- 

umsatz Menge inmg 


187. | 3,720. 10-5 


887 36.83 
137 | 4,190.10-3| %°° 6,83 
140 8,482. 10-3 - : 
140 |4:160.10-3 989? 42,00 
143 4,246. 10-3 a BP 
147 |5.153.10-3 9,824 42,30 


Die Umkehrung des Substratumsetzungsverhaltnisses durch die 
Anwesenheit des schwach alkalischen Puffers ist wieder auf die 


Ver- 
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schiedenheit der py-Optima der beiden Prozesse zuriickzufiihren; dies 
tritt besonders klar zutage, wenn der zeitliche Verlauf der Substrat- 
umsatze bestimmt wird. Fiir das Verhaltnis des Alkoholumsatzes zum 
Aldehydverbrauch ergeben sich die folgenden Werte: 
Nach 40 80 120 150 Minuten 
0,617 0,732 0,854 0,913 


Auch hier wird die anfangliche Bevorzugung der Aldehyddehydrie- 
rung immer mehr zuriickgedrangt unter Zunahme des Alkoholverbrauchs. 
Als Ursache kommt auBer dem Unterschied in den optimalen py-Werten 
die ungleich groBe Saiureproduktion der beiden Prozesse und hierdurch 
die verschieden starke Verschiebung der py-Werte in Betracht. 


3. Der EinfluB der Substratkonzentration, 

Bei den bisher besprochenen Dehydrierungsversuchen war die 
Substratkonzentration der Ansatze gleich groB gehalten worden, und 
zwar bei der Alkoholdehydrierung auf 0,2 mol. bei emem Absinken auf 
maximal die Halfte und bei der Aldehyddehydrierung auf 0,13 mol. 
mit einem Riickgang auf ungefihr 0,09 mol. Diese Konzentrationen 
hielten sich im allgemeinen in den Grenzen, die Wieland und Bertho 
auf Grund ihrer Untersuchungen als jene angegeben hatten, innerhalb 
denen der Umsatz mit konstanter Geschwindigkeit vor sich geht, namlich 
fiir den Alkohol 0,05 bis 0,5 mol. und fiir den Aldehyd 0,1 bis 0,25 mol. 

Um den Einflu8 der Substratkonzentration auf die Geschwindigkeit 
der Dehydrierungsprozesse zu klaren, fiihrten wir Alkoholdehydrierungen 
mit der Suspension Nr. 1 durch, und zwar mit Ansatzen, die sich zu- 
sammensetzten aus 10 ccm Suspension, 10 cem Puffergemisch (19,2 cem 
m/5 Sekundarphosphat + 2,4ccm m/5 Primarphosphat), 0,45 ccm 
20 %iger Essigsiure und 20 ccm Alkohollésung, die bei der einen Ver- 
suchsserie 380 mg, bei der anderen bloB 190 mg Alkohol enthielt. Der 
pu-Wert der Ansitze betrug 6,0, lag demnach am oberen Ende des 
optimalen Bereiches. Mit beiden Ansitzen kam je ein durchgehender 
Versuch mit Feststellung des aufgenommenen Sauerstoffs in Zwei- 
minuten-Intervallen sowie ein gestaffelter Versuch zwecks Ermittlung 
der angehauften Aldehydmengen zur Ausfiihrung. Die Ergebnisse 
finden sich in den Tabellen VIII und IX zusammengestellt, aus denen 
hervorgeht, daB betreffend die in der Zeiteinheit umgesetzte Menge 
Alkohol, die in jeder der beiden Versuchsserien praktisch konstant war, 
zwischen den beiden Serien sich nur ein geringfiigiger Unterschied ergab. 
Ebenfalls im optimalen py-Bereich (Anfangs-pq = 6,4) angestellte 
Aldehyddehydrierungsversuche mit 270 bzw. 135mg Aldehyd in 
40,35 com Ansatz lieferten fiir die héhere Konzentration des Aldehyds 
sogar einen etwas langsameren Verlauf der Dehydrierung, was offenbar 
auf eine Giftwirkung des Aldehyds zuriickzufiihren ist. Der Einflu8 
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der Substratkonzentration auf die Dehydrierungsprozesse ist demnach 
innerhalb der durch Wieland und Bertho angegebenen Konzentrations- 
grenze im optimalen pxy-Bereich nur ein geringfiigiger, was mit den 
Feststellungen der genannten Forscher in Einklang steht. 


Tabelle VIII. Alkoholdehydrierungsversuche mit der Suspension 








Nr. 1. 
Zeit in Min. || Aufgenommene | Angehiiufter Aldehyd Verarbeiteter Alkohol 
ab Versuchs- || Gesamtmenge (Mole . 10-4) 
beginn | O gin mg | . a 
| } in mg entspr. mg Oy» | Gesamt | Je Minute 


a) Alkoholdehydrierungsversuche 1, 2 und 3: Im Ansatz 380mg Alkohol. 


7 15,44 8,342 3,031 (Al 1,014 
12 31,11 16,91 6,145 12,2 1,017 
17 4417 || 25,93 9.43 17,3 1,018 
b) Alkoholdehydrierungsversuche 6 und 7: im Ansatz 190 mg Alkohol. 

6 15,27 7,89 2,86 5,4 0,9 
10 23,22 12,51 4,547 9,5 0,95 


Tabelle LX. Vergleich des zeitlichen Verlaufs des Alkoholumsatzes 
bei verschiedenen Substratkonzentrationen. 





Verarbeitete Mole Alkohol . 10-4 











Zeit in Min. ab " Gesamt je Minute 
Versuchsbeginn __— Ee oc 
380 mg | 190 mg 380 mg on soe 
4 4,094 3,500 1,03 0,88 
10 10,172 9,559 1,02 0.96 
16 16,498 15,356 1,03 0,96 
21 21,815 19,275 1,04 0,92 } 


4. Die Umsatzkurve des Dismutationsprozesses. 

Mangels eines Gasstoffwechsels ist man im Falle der Dismutations- 
versuche nicht in der Lage, den Fortschritt des Umsatzes wdahrend des 
Reaktionsverlaufs festzustellen. Um einen Einblick in den Zusammen- 
hang zwischen Versuchszeit und UmsatzgréBe zu gewinnen, war es 
daher erforderlich, mehrere Versuche von verschiedener Dauer aber unter 
sonst gleichen Bedingungen anzustellen, nach deren jeweiligem Ab- 
schluB der Umfang der Umsetzung ermittelt wurde, und zwar entweder 
durch Bestimmung des umgesetzten Aldehyds oder der gebildeten 
Essigsiure. Die in Abb. 2 dargestellte Kurve I wurde aus vier Teil- 
versuchen konstruiert; sie bezieht sich auf ungepufferte Ansatze. 
Hingegen waren der Umsatzkurve II der Abb. 2 gepufferte Ansatze 
zugrunde gelegt; in diesem Falle kamen fiinf Einzelversuche zur Durch- 
fiihrung. Die relativ starke Kriimmung der Umsatzkurven des Dismuta- 
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tionsvorganges deutet darauf hin, daB die Geschwindigkeit dieses Vor- 
ganges sehr stark durch den Fortschritt des Umsatzes beeinfluBt wird, 
welche Erscheinung sich auch durch Anwendung von Puffergemischen 
nicht ausschalten laBt. Durch die Benutzung des alkalisch reagierenden 


Phosphatpuffers (pu = 8,4) wird 
wohl das Ausmaf der Umsetzung 
erhéht, doch auch in diesem Falle 
geht der Umsatz nicht tiber eine 
bestimmte Grenze hinaus, obwohl 
noch unveranderter Aldehyd nach- 
gewiesen werden kann. 


5. Vergleich zwischen Dehydrierung 
und Dismutation des Aldehyds. 


Mit gleichen Suspensionen 
wurde Aldehyd einmal aerob und 
ein anderes Mal anaerob umgesetzt. 
Wahrend im ersteren Falle aus 
dem Sauerstoffverbrauch unmittel- 
bar auf die Héhe der Séurebildung 
geschlossen werden konnte, war es 
bei der Dismutation wieder nétig, 
eine Reihe von Versuchen mit ge- 
staffelten Umsatzzeiten auszu- 
fiihren. Wie aus den in Abb. 3 dar- 
gestellten Kurven hervorgeht, ver- 
lauft die Aldehyddehydrierung 
selbst in alkalisch gepufferten An- 
sitzen — schon anfianglich 6- bis 
8S mal so rasch als die Dismutation; 
dieses Verhaltnis muB sich aber 
mit zunehmender Séuerung immer 
mehr zugunsten der Dehydrierung 
verschieben, da deren py-Op- 
timum im stirker sauren Gebiet 
gelegen ist. In den Maischen der 
Kssigindustrie, die von Anfang 
an schon stark sauer sind, kann 
daher die Dismutation praktisch 
gar keine Rolle spielen'. 


1 Vgl. E. Simon, diese Zeitschr. 
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Abb. 2. Umsatzkurven der Aldehyd- 
dismutation in ungepufferten Ansatzen 
(Suspension XI) und in gepufferten An- 
sitzen [(P_ = 8,4); Suspension XIV}. 
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Abb. 3. Vergleich zwischen Dehydrie- 
rung und Dismutation des Acetaldehyds. 
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D. Die Aldehydansammlung bei der Alkoholdehydrierung. 


Wie schon einleitend bemerkt wurde, rief die Tatsache der Aldehyd- 
anhaiufung bei uns Bedenken wegen der Anwendbarkeit der Barcroft 
Warburgschen Methodik auf die Alkoholdehydrierung wach; diese 
Bedenken haben sich im Laufe der Untersuchungen verstirkt, zuma! 
wir bedeutende Schwankungen in den Aldehydmengen feststellen 
muBten, weshalb wir die Bedingungen ftir diese Anhaufung zu erkunden 
trachteten. 


Aldehydansammlung wird vor allem dann eintreten, wenn dic 
Dehydrierung des Alkohols wesentlich rascher verliuft als jene des 
Aldehyds. Hine wesentliche Ursache haben wir oben bereits in den 
abweichenden py-Optima fiir beide Prozesse erkannt; weiter sind von 
KinfluB der physiologische Zustand der Zellen sowie hiermit im Zu- 
sammenhang das Alter der Bakteriensuspension. 


1. Der EinfluB der Dichtigkeit der Bakteriensuspension und des ph ysiologischen 
Zustandes der Zellen. 


Die Dehydrierung des Alkohols zu Aldehyd verlauft bei Verwendung 
junger Zellen um so rascher, je mehr Zellen an der Umsetzung beteiligt 
sind, und zwar ist die Geschwindigkeit direkt proportional der Zellenzahl ; 
so wurden beim Alkoholdehydrierungsversuch Nr. 55 bei Verwendung 
von 20 cem der Suspension XV innerhalb 29 Minuten 120,4 mg Sauer- 
stoff aufgenommen, wahrend ein Parallelversuch mit bloB 10 ccm 
derselben Suspension bei einer Sauerstoffaufnahme von 119,4 mg rund 
die doppelte Zeitspanne, nimlich 59 Minuten, wahrte. Die angesammelte 
Aldehydmenge betrug im ersteren Fall 109,4 mg, im letzteren 108 mg, 
war also unabhdngig von der Gesamtzellenzahl. 


Wohl aber zeigte sich die Aldehydanhaufung in hohem Grade 
abhaingig vom physiologischen Zustand der Zellen, und zwar stieg sie 
an mit der relativen Zahl an vermehrungsunfahigen Zellen in der Suspen- 
sion, wie dies aus Jabelle X hervorgeht; die Abnahme der Wirkung 
hingegen ging nicht parallel. 


Tabelle X. 





Zellenzah! in der Suspension 


tines ncy 1REOR | | Zeit Substrat- Aldehyd- | vermehrungs- 
Suspen- | “in | Ver! in umsatz anhiufung — ee > . 
sion | Tagen 8°" Min. in Molen in mg — ~~ | a 
Nr. Nr. Zellen fahig 
xX 6 | 81 | 45 4,501.10-3| 64,27 | 3,74.10° | 1,29. 109 1,9 
XIV || 16 49 38 6,688.10-3) 8335 | 7,50.10% | 2,30.10° 2,26 
XV 9 55 29 5,002.10-% | 109,10 | 9,66.10°% | 1,28. 10° 6,55 


XVII || 20 67 | 91 | 5,187.10-5 | 123,7 || 590.109 | 4,0 .10° 146 
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2, Der EinfluB des Alters der Suspension. 
> . . . re 
In Ubereinstimmung mit Wieland und Bertho konnte festgestellt 
werden, daf sich bei Verwendung frisch bereiteter Suspensionen zu den 
Dehydrierungsversuchen UnregelmaBigkeiten einstellen, die zu schlecht 
reproduzierbaren Untersuchungsresultaten fiihren, weshalb wir nur 


Suspensionen verwendeten, die mindestens wahrend 5 bis 6 Tage im 


Kisschrank gealtert waren. 

Aus den in Tabelle XI niedergelegten Ergebnissen iiber die zeitliche 
Wirksamkeitsinderung der Suspensionen VIII und XVII geht hervor, 
daB die Sauerstoffumsatzgeschwindigkeit bei der Alkoholdehydrierung 
durch ganz junge Zellaufschlammungen bei deren Alterung eine sprung- 
hafte Steigerung erfahrt, die bei der Suspension XVII zwischen dem 
3. und 4. Tag nach der Bereitung deutlich in Erscheinung tritt; die 
maximale Wirksamkeit war in ungefihr 6 bis 7 Tagen erreicht. Eine 
weitere Zunahme des Alters bedingt ein allmahliches Absinken der 


Tabelle XI. Einflu®B des Alters der Bakteriensuspension auf die 
Alkoholdehydrierung. 





‘ jas ‘ ang.  Alkohol- 

Ver- Zeit Sauerstoff- verbrauch Alkoholverbrauch = Aldehyd 
i such in | umsatz in Molen — Sauerstoffverb I in mg 
Tagen sie Min.| in mg a Sauerstoffverbrauch 


Suspension 


Nr. 


XVII 8 | 62 | 152 118,0 3,962 1,075 118,7 
ungepuffert 63 97 = 120.0 5,181 1,382 121,6 
64 103 1203 5,270 1,402 122,5 
66 97 120,3 5,303 1,411 + | 129.6 
VII 5 | 22 112) 127,2 37 1,100 27,78 
ungepuffert 23 =—-108 123,0 t 1,117 36,67 
24 120 123,6 3! 1,128 42,90 
25 140 8 127,1 1,143 45,80 
XVII 34 154 «118.5 , 1,113 36,83 
gepuffert 3 | 89 | 182 119,9 228 1,128 42.01 
Pu 7,52 || 13 49 183 120.0 26 1,138 45,62 


Tabelle XII. Einflu®B des Alters der Bakteriensuspension auf die 
Aldehyddehydrierung. 





, . Sauerstoff- 
Sauers x j shyd- 
auerstoft venteaniah Aldehyd 


umsatz : . verbrauch 
in Molen .10 oa 
in mg je Min. in Molen .10 


Zeit 


Suspension Alter 
in Min. 


in Tagen 
Nr. Nr. 


Versuch 


X ‘ 90 66,39 2,305 4,149 
ungepuffert 99 67,02 2,115 4.190 
) 90 66,52 : 4,158 

92 66,97 ,275 4,185 

91 66,25 , 4.146 

XVUI an tae a 
gepuffert ° P a 07,19 here 
a = 7,52 -_ ec le —— 
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Sauerstoffumsatzgeschwindigkeit. Auch bei Gegenwart eines schwach 
alkalischen Puffers konnte die gleiche Wirksamkeitsanderung unte: 
dem Einflu8 des zunehmenden Alters festgestellt werden. 

Wie man aus 7'abelle XII ersieht, ist bei der Aldehyddehydrieruny 
das Alter der Suspension von geringerer Bedeutung. Die verschieden 
starke Beeinflussung der beiden Dehydrierungsprozesse durch das 
Alter der Suspension zeigt sich deutlicher, wenn man den Substrat 
verbrauch verfolgt. Mit zunehmendem Alter der Organismen ergibt 
sich eine Erhéhung des Alkoholverbrauchs im Vergleich zur Sauerstoff 
aufnahme, und daher eine zunehmende Aldehydanhdufung  (vgl 
Tabelle XT). 

Daf es sich bei der mit zunehmendem Alter der Suspension be 
obachteten Aldehydanhaufung ebenfalls um einen EinfluB des physio 
logischen Zustandes der Zellen handelt, geht aus Versuchen mit der 
Suspension LX hervor, die im Alter von 21 Tagen bei einem Verhaltnis 
der vermehrungsunfaihigen zu den vermehrungsfaihigen Zellen von 
32,4 eine Aldehydansammlung von 18,16mg ergab, wahrend nach 
31 Tagen bei einem Zellverhaltnis von 100 eine Aldehydmenge von 
33,17 mg festgestellt wurde. 

Aus den mitgeteilten Befunden ergibt sich demnach fiir den Verlaut 
der Alkoholsiuerung durch ruhende Kulturen von Bact. ascendens das 
folgende Bild: In den ersten Stadien des Garverlaufs wird die Speicherung 
des Zwischenproduktes mit gréBter Geschwindigkeit erfolgen, die sich 
in dem Mafe verringert als einerseits die Konzentration des Aldehyds 
zunimmt, andererseits jene des Alkohols abnimmt. In einer bestimmten 
Phase des Garprozesses, die durch die Konzentrationsverhaltnisse von 
Substrat und Zwischenprodukt sowie durch die Eigenart der Organismen- 
aufschliammung gekennzeichnet erscheint, erreicht die Aldehyd- 
ansammlung ihr maximales Ausma, das sich im weiteren Verlauf des 
Dehydrierungsvorganges immer mehr verringert. Gleichzeitig mit dem 
Umsatz der letzten Alkoholreste verschwinden auch die noch vor- 
handenen geringen Aldehydmengen. 


E. Die Abhingigkeit der Dehydrierungsprozesse und der Dismutation vom px. 
1. Die Aldehyddehydrierung. 

Zwecks Feststellung der Abhangigkeit des Dehydrierungsverlaufs 
von der Wasserstoffionenkonzentration wurden mittelst der 7 Tage alten 
Suspension XIX mehrere Aldehyd-Umsetzungsversuche durchgefiihrt, 
deren Ansitze durch entsprechende Phosphat-Puffergemische auf ver- 
schiedene pxu- Werte eingestellt worden waren; zur Bereitung der Ansatze 


dienten 10 ccm Suspension, 10 cem m/5 Puffergemisch und 20 cem 
Aldehydlésung. Die innerhalb der Versuchszeit von 40 bis 48 Minuten 
je Minute gebildete mittlere Essigsiuremenge kann aus der T'abelle XI/1 


entnommen werden. 
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Tabelle XIII. 





B Mittlere Geschwindigkeit der Saure- 
Pu-Werte des Ansatzes bildung in mg CH,COOH je Minute, 
bezogen auf 


Versuch 
zu Anfang am Ende gleichen gleiche 
Nr. des Versuchs des Versuchs O,-Verbrauch Reaktionszeit 


20 8,37 4,70 4,0 3,99 
19 7,52 4,24 5,59 7 86 
18 6,69 3,88 5,55 5.63 
17 6,19 3,55 4,98 5,06 
16 4,91 etwa 3.5 3,9 4,12 
15 3,98 3,18 3,35 3,44 
14 2,52 - 0,08 0,11 


Aus der Tabelle X/I1J ist einerseits zu ersehen, daB trotz des zu- 
gefiigten Phosphatpuffers und der bedeutenden puffernden Wirkung 
der Bakterienaufschlammung eine starke Verschiebung der py-Werte 
stattgefunden hat, und andererseits, 
daB der Substratumsatz in hohem mglj wy | 
Mabe von dem  Wasserstoffex- ‘g | 
ponenten des Ansatzes abhangt. Es 
lag daher die Vermutung nahe, dab + | 25 
auch bei ein und demselben Ver- = 4g 





such sich die Geschwindigkeit des ce 
nahh ae mit dem oie 14 503 fH 5 
andert. ir ermittelten daher in 2 Dy6.32 b ii 56.30 
einer Reihe von Versuchen den Ab- Dy 658 
schnitt starkster Sauerstoffauf- 
nahme, berechneten aus dieser die oa 00 0 
Minuten 











in diesem Stadium angesammelten 
Essigsiuremengen und _ bereiteten Abb. 4. Abhingigkeit der Aldehyddehy- 
mittelst letzterer Reaktionsgemische, a Whe Ueteena ashe — 
die sonst die gleichen Bestandteile mit den griéften Sauerstoffumsatzen. 
wie der Ansatz — mit alleiniger 

Ausnahme des Acetaldehyds enthielten und deren Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf elektrometrischem Wege ermittelt wurde. Die 
pu-Werte in den so reproduzierten Reaktionsgemischen muBten 
natiirlich fiir jede verschiedene Suspension und fir gleiche Suspen- 
sionen von abweichendem Alter gesondert bestimmt werden. Die 
Ergebnisse finden sich in T'abelle XIV verzeichnet; aus denselben 
geht hervor, daB das py-Optimum fiir die Aldehyddehydrierung 
mittelst ruhender Kulturen von Bact. ascendens bei Verwendung relativ 


frischer Suspensionen zwischen 5,9 und 6,5 und bei Benutzung dilterer 


Suspensionen im Intervall von 6,3 bis 6,6 gelegen ist. Eine graphische 
Darstellung bringt die Abb. 4, aus der auch der nahezu_ geradlinige 
Verlauf der Umsatzkurven im optimalen py-Bereich zu ersehen ist. 
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Tabelle XIV. 



















Aldehyd- 


Maximale 
Alter |Oo-Aufnahme 


Periode der maximalen Umsatz- 
geschwindigkeit 


Gesamt- 
O».-Aufnahme 
in mg O» 


16,91—26,43 
14,21—22,29 
14,80—23,31 
17,67—21,05 


gebildete 
Essigs&ure- 
menge in mg 


63,45—99,18 
53,30--83.63 
55,52—87,44 
66,28— 91.66 


Py- Bereich 


6,388— 5,66 
6,51—6,02 
6,48—5,94 
6,382—5,83 








dehydrierungs- Suspen- in in 15 Min. 
versuch sion |Tagen| Intervall 
in ccm 
Nr. Nr. 
21 XVII 5 7,6 
22 XVIII 8 6,6 
23 XVIII 14 6,9 
24 XIII | 12 2,7 
(innerhalb 
5 Min.) 
25 XIII 35 45 


12,90—18,49 48,42—69,73 6,58—6,30 


2. Die Alkoholdeh ydrierung. 



































dehydrierung vom pq. 


a | y, 
100 = + 
Alkohol- ri 
Dehyarierung 7 
a 2 
75 7 
/ 
/ 
Dy 5,56 P 
PeS9f | fF 
50 fo, 583 
/ suspension XI 
4 —1/age alt 
/ —-- 6 Wothen alt 
/ will 
25 7 
fon 628 
7 Aldehydansamm/ung__ 
0 0 300 
Minuten 
Abb. 5. Abhangigkeit der Alkohol- 


Wegen der wechselnden als Zwischenprodukt auftretenden Aldehyd- 
mengen war es hier nicht méglich, aus dem Sauerstoffverbrauch den 


Substratumsatz zu berechnen, viel- 
mehr muBten wieder Teilversuche 
mit entsprechenden Umsatzzeiten 
ausgefiihrt werden, nach deren 
AbschluB auBer dem gesamten 
Sauerstoffverbrauch auch noch die 
Menge des gebildeten Aldehyds be- 
stimmt wurde. Die Ergebnisse 
dieser Teilversuche fiir die Suspen- 
sion XIII bringt die Abb. 5. Die 
Resultate der Dehydrierungsver- 
suche selbst sind in der T'abelle X V 
zusammengestellt; aus denselben 
geht hervor, daB bei Verwendung 
frischer Suspensionen das py-Opti- 
mum zwischen 5,57 und 6,00 gelegen 
ist, wahrend d/ltere Organismenautf- 
schlammungen die Alkoholdehy- 
drierung im py-Lntervall von 5,95 u. 
6,78 am raschesten durchfihren. 


Tabelle XV. 















Versuch | Suspen- 
sion 
Nr. Nr. 
384 | XVIII 
40 XVII 
44 XII 
46 XIII 





45,10—59,13 
48, 18—59.48 
55,59—60.39 


a Maximale 
— 0.-Aufnahme 
isl in 15 Min. 
Tagen in cem 
5 11,2 
12 9,2 
11 3,9 
(innerhalb 
5 Min.) 
5.0 





Gesamt- 
O,-Aufnahme 


17,00 - 48,02 


Periode der maximalen Umsatzgeschwindigkeit 


gebildete 
Essigsiuremenge 
in mg 


Py-Bereich 
in mg O2 


80,.85—103,40 
85,17—101,70 
88,00—102.40 


6,08—5,55 
5,99—5,59 
5,91—5.56 


31.70— 88.59 6,.78—5.93 
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3. Die Aldehyddismutation. 


Die starke Kriimmung der in Abb. 2 dargesteliten Kurven lieB 
bereits vermuten, daB der Verlauf des Dismutationsprozesses sehr stark 
durch das py des Reaktionsgemisches beeinfluBt wird bzw. bei einem 
bestimmten py-Wert ganz zum Stillstand kommt. Diese Annahme fand 
eine Stiitze in einem Versuch, bei dem durch Zusatz von m/5-Sekundar- 
phosphat zum Ansatz eine 25% ige Steigerung der dismutativen Umsatz- 
leistungen einer und derselben Suspension herbeigefiihrt werden konnte, 
obwohl die Gesamtzah] an Zellen nur die Halfte von jener betrug, die 
in dem weniger alkalischen Parallelansatz wirkten. 


Die exakte Umgrenzung des fiir den DismutationsprozeB optimalen 
pu-Bereichs war hier undurchfiihrbar, da sich der obere Grenzwert 
nicht erreichen laBt, ohne daB bereits eine Verharzung des Acetaldehyds 
eintritt. Wie aus Tabelle X VJ hervorgeht, setzt in den mit m/5-Sekundar- 
phosphat gepufferten Lésungen der Umsatz bereits zu Versuchsbeginn 
mit maximaler Geschwindigkeit ein, ohne also mit zunehmender 
Sauerung eine Steigerung zu erfahren. Es muB demnach angenommen 
werden, da der optimale Wirkungsbereich der Aldehydmutase iiber den 
pu-Wert von 8,4 hinausreicht. 


Tabelle XVI. 
Versuchsansiitze: 10cem Suspension XIV + 20cem Aldehydlésung 
+ 10cem m/5 Sekundarphosphat. 





Versuch Versuchsdauer Aldehydumsatz Essigsaure, Essigsiurezuwachs 
Nr. in Std. in mg berechnet, in mg je Std. in mg 
D/18 1 52,00 35,45 35,45 
DAY 2 87,30 59,55 24,10 
D/A6 3 114,00 77,68 18,13 
D7 6 166,80 113,70 12,01 
D/14 14 214,10 146,00 4,04 


Zusammenfassung. 

1. Unter Verwendung des von den Verfassern angegebenen Reak- 
tionsgefdpes wurde die Oxydation des Athylalkohols zu Essigsiure 
mittels ,,ruhender Kulturen‘ von Bact. ascendens untersucht. Die 
Heranziichtung der Bakterien, die in physiologischer Hinsicht vom 
Hennebergschen Originalstamm abwichen, erfolgte auf Bieragar, wodurch 
sich wesentlich wirksamere Zellsuspensionen als auf Bier gewinnen lieBen. 


2. Zur Bestimmung des Athylalkohols (zusammen mit dem Aldehyd) 
kam ein modifiziertes Chromschwefelsiure-Verfahren, fiir jene des 
Aldehyds die Bisulfit-Bicarbonat-Methode zur Anwendung. Die Ab- 
trennung der Hssigsdure aus dem Gargemisch erfolgte durch ein be- 
sonderes Vakuum-Verfahren. 
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3. Aus den Ergebnissen der Bilanzversuche konnte geschlossen 
werden, daB die Dehydrierung des Alkohols und des Acetaldehyds durch 
,tuhende Kulturen’ von Bact. ascendens nur bis zu Essigsdure fiihrt 
fir den Eintritt einer Weiteroxydation bis zu Kohlensaure (Uber. 
oxydation) ergaben sich in Ubereinstimmung mit den Feststellungen 
anderer Forscher und im Gegensatz zu den Versuchen mit wachsender 
Kultur keine sicheren Anhaltspunkte. 

4. Die Sauerstoff-Umsatzkurven der beiden Dehydrierungsprozesse 
erwiesen sich unter den Wirkungsbedingungen der ,,ruhenden Kultur‘ 
deutlich gekriimmt; als Ursache wurde die Verschiebung des py erkannt. 


Durch Zusatz von Puffergemischen konnte — trotz der ebenfalls gut 
puffernden Wirkung der Bakteriensuspension die Anderung des px 


durch den Reaktionsablauf nicht hintangehalten werden. Wohl aber 
lieB sich der EinfluB der ansteigenden Wasserstoffionenkonzentration 
dadurch ausschalten, daB die Untersuchung im optimalen py-Bereich 
erfolgte. Hierbei ergab sich in Ubereinstimmung mit Wieland und 
Bertho nicht nur fiir die Aldehyddehydrierung, sondern — unter Zu- 
grundelegung des Substratumsatzes — auch fiir die Alkoholdehydrierung 
ein geradliniger Verlauf der Umsatzkurven, wenn auch naturgemaB 
nur innerhalb eines sehr engen Bereiches; es handelt sich demnach um 
Xeaktionen nullter Ordnung. 

Innerhalb der von Wieland und Bertho angegebenen Konzentrations- 
grenzen hat sich in den optimalen px-Bereichen der KinfluB der Substrat- 
konzentration auf die Dehydrierungsprozesse als geringfiigig erwiesen. 

Aus der auBerordentlich starken Kriimmung der Umsatzkurve des 
Dismutationsprozesses muBte geschlossen werden, daB diese Reaktion 
zum Stillstand kommt, sobald sich eine relativ geringe Sauremenge in 
der garenden Fliissigkeit angesammelt hat. 

5. Fir die beiden Dehydrierungsprozesse  einerseits und den 
Dismutationsvorgang anderseits wurden im Gegensatz zu Bertho und 
Basu, jedoch in Ubereinstimmung mit Simon stark unterschiedliche 
pu-Optima erhalten und zwar: 

a) fiir die Alkoholdehydrierung: durch junge Suspensionen 5,57 bis 
6,0, durch alte Suspensionen 5,93 bis 6,71; 

b) fiir die Aldehyddehydrierung: durch junge Suspensionen 5,9 bis 
6,5, durch alte Suspensionen 6,3 bis 6,6; 

c) fiir die Aldehyddismutation: 8,4 als unterer Grenzwert des 
optimalen py-Bereiches; die obere Grenze konnte wegen der durch 
die stark alkalische Reaktion verursachte Aldehydverharzung nicht 
ermittelt werden. 

6. Die Sauerstoffumsdtze ein und derselben Suspension fiir die beiden 
Dehydrierungsprozesse erwiesen sich abhangig vom px des Gargemisches 
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und vom Alter der Zellaufschlammung; ein Vergleich der Substrat- 
umsdtze zeigte dies noch klarer. Innerhalb des untersuchten Umfangs 
der beiden Prozesse konnte eine deutliche Bevorzugung der Alkohol- 
dehydrierung gegentiber dem Aldehydumsatz festgestellt werden, woraus 
sich die beobachtete Aldehydansammlung erklart. Die bedeutenden 
Unterschiede zwischen den py-Optima der beiden Dehydrierungs- 
prozesse einerseits und des Dismutationsvorgangs anderseits bewirken, 
daB die Geschwindigkeit des letzteren gegeniiber jener der ersteren im 
sauren Milieu auBerst gering ist; bei der technischen Essiggirung mit 
ihren zumeist stark sauren Maischen kann der Dismutationsvorgang 
daher praktisch keine Rolle spielen. Bei Verwendung ein und der- 
selben Suspension ist die Geschwindigkeit der Alkoholdehydrierung der 
jeweils verwendeten Gesamtzahl der Zellen direkt proportional. 

7. Die Menge des stets als Zwischenprodukt auftretenden Acet- 
aldehyds ist um so bedeutender: 

a) je starker die py-Werte von py = 6 nach unten zu abweichen; 

b) je héher der Prozentsatz an vermehrungsunfahigen Zellen in den 
Suspensionen ist ; dies zeigte sich sowohl beim Arbeiten mit verschiedenen 
Zellaufschlammungen als auch mit zunehmender Alterung ein und 
derselben Suspension. Von der Gesamtzahl der Bakterienzellen ist die 
Aldehydanhaufung jedoch unabhangig. 





Zur Kenntnis der Bildung von Cyclopeptiden, die aus Blutalbumin 
durch Hydrolyse im Autoklaven entstehen. 
Von 
W. S. Ssadikow, E. \. Lindquist-Ryssakowa, R. G. Kristalinskaya, 
\. \. Mensechikowa, L. N. Rubel, E. G. Chalezkaya und A. G. Pessina. 
(Aus dem Laboratorium fiir EiweiBchemie des zentralen wissenschaftlichen 
Instituts fiir Nahrungsmittelindustrie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 22. Marz 1935.) 


Das Ziel dieser Untersuchung war, Blutserumalbumin im Auto- 
klaven unter bestimmten Bedingungen partiell bis zur Cyclopeptidstufe 
abzubauen und das erhaltene Produkt in einzelne Fraktionen zu trennen, 
den Cyclopeptid-, Aminosaiure- und Amidstickstoff derselben zu_be- 
stimmen und schlieBlich die einzelnen, rein cyclopeptidischen Frak- 
tionen durch ihren Aminoséuregehalt zu charakterisieren. Dabei wurde 
rein analytisch verfahren, ohne die einzelnen Cyclopeptide oder die 
einzelnen Aminosduren in reinem Zustand zu isolieren, was die Aufgabe 
einer weiteren Untersuchung sein diirfte. 

Zur Bestimmung der einzelnen Aminosduren und ihrer Verteilung 
in den verschiedenen Fraktionen des Hydrolysats wurden folgende 
Mikromethoden angewendet: 1. Nach van Slyke-Cavette! kann man in 
500 mg der Trockensubstanz den Gesamtstickstoff (Mikro-Kjeldahl 
jodometrisch), den Amidstickstoff (nach Folin), den Aminostickstoff 
(nach Mikro-van Slyke), den Huminstickstoff, den Dicarboxylmono- 
aminsaurestickstoff (nach Mikro-Damodaran), den Monoaminosaure- 
stickstoff bestimmen; 2. nach dem kolorimetrischen Verfahren kann 
man Tyrosin und Tryptophan (nach Folin und Marenzi), Histidin (nach 
Koessler und Hanke ), Prolin und Oxyprolin (nach Town oder Lang), 
Arginin (nach Sacaguchi, Weber oder Lang), Cystin (nach Folin und 
Marenzi), Methionin (nach Barnstein) ermitteln: 3. nach Fiirth kann 


man Glycin, Alanin und Asparaginsiure als Aldehyde quantitativ be- 
stimmen; 4. einzelne Aminosdiuren kénnen entweder nach Town- 
brazer oder nach L. Boyd (als Hydantoine) festgestellt werden. Die 
meisten Methoden wurden in unserer Untersuchung nach vorhergehender 


Priifung angewendet. 


Darstellung und Reinigung des Blutserumalbumins. 


Ganz frisches, bakteriologisch gepriiftes Blutserum des Rindes wurde 
mehrmals in der Kalte filtriert und nach kurzem Erwirmen bei 75° koaguliert ; 
das Koagulat wurde mit kaltem Wasser ausgewaschen, bei 60° getrocknet, 


1 Journ. biolog. Chem. 95, 335, 1932. 
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zu Pulver zerrieben und fein gesiebt. Aus 1 Liter Blutserum erhielt man 
70 g trockenes Eiweif. Letzteres wurde im Soxhletschen Apparat mit Ather 
(50 Stunden), Aceton (40 Stunden) und Methanol (30 Stunden) erschSpfend 
extrahiert. In den erhaltenen Ausziigen waren keine stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen vorhanden. Ather extrahierte etwa 0,2°, der Trockensubstanz, 
Aceton 0,11°, und Methanol 1,25°,. Bei der Reinigung ging also kein 
Stickstoff verloren (14,45°, vor der Extraktion und 14,57°, N nach der 
Extraktion), doch der Mineralgehalt des EiweiBes wurde bedeutend herab- 
gesetzt (1,58 gegen 2,54°, Asche). 
Das gereinigte Serumalbumin wird durch folgende analytische Daten, 
bezogen auf wasser- und aschefreie Substanz, charakterisiert. 
Gesamtstickstoff ........ . . . 14,57% Gesamt-N = 100 
Ayoacstickstotl.. . «6 i ws eee ss OOS 6,44 %, 
Pramumstiesstotl 2 wk ttl kl tlw RES 4,40°. 
Monoaminostickstoff . . + see + Sele GEO, 
Diemumostickstoff. .......+2-.. 410% 32,20 % 
ERRM  5o vk ss ee we 
EYPtOPOON . . 6 66 a eee ee oh ee 
ROM oe) Gl he We ce Vee es a, ee 
PEGI Gc ee kt ke ee 
MethioHin. .....8r42s ¢ss OBE 


Spaltung des Eiwei8es im Autoklaven. 


100 g Albumin wurden mit 500 cem 3 °,iger H,SO, 2 Stunden bei 180° 
erwirmt; das Vorwirmen bis 180° und das Erkalten dauerten 4 Stunden. 
Nach dem Erkalten des Autoklaven verteilte sich das EiweiB in drei Phasen: 

1. Gasartige Produkte (Gasphase); 2. Fester Riickstand (feste Phase) ; 
3. Wasserige Fliissigkeit (fliissige Phase). Die entstandenen Gase reagierten 
gegen Lackmus sauer und bestanden aus H,S, CO,, Merkaptan und fliichtigen 
organischen Substanzen, welche mit Nessler-Reagens voluminése, gelbe 
Fallungen bildeten. Diese Phase ist aber nicht naiher untersucht worden. 
Der feste Riickstand wurde von der fliissigen Phase durch Filtration getrennt 
und mit 2° iger H,SO, gewaschen. 

Aus 440,6g des im Autoklaven hydrolysierten Albumins erhielt man 
380,63 g festen Riickstand der fliissigen Phase, gel5st in 4300 cem Fliissig- 
keit, entsprechend 86,39 °, des angewandten EiweiBes; 7,5 g (1,7 °,) waren 
in gasartige Produkte verwandelt. 

Uber die Stickstoffverteilung unterrichtet Tab. I. 

In der Stickstoffverteilung der fliissigen Phase des Produktes der 
Druckhydrolyse konnte man im Vergleich zu dem der gew6hnlichen Hydro- 
lyse folgende Verainderungen wahrnehmen: Der Gesamtstickstoff der 
fliissigen Phase zeigte nur 80,16°, des Gesamtstickstoffs des Hydrolysats; 
in der fliissigen Phase war dreimal mehr Amidstickstoff (312,8°,) und die 
Halfte von Huminstickstoff (53,54 °,) vorhanden, der Monoaminostickstoff 
war ebenfalls um die Halfte vermindert (50,6°,), der Diaminostickstoff 
aber etwas erhoht (117,2°,). In der festen Phase sind alle Stickstoffwerte 
sehr niedrig und nur der Huminstickstoff etwas héher, aber auch er erreicht 
nur 55,90 °, des Huminwertes von hydrolysiertem Albumin. Bei der Druck- 
hydrolyse des Albumins findet eine geringere Huminisierung statt als bei 
offener Hydrolyse. 
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Tabelle I. 





Albumin, Albumin, Hydrolysat 
gewihn- aus dem Autoklaven 
Form des Stickstoffs “tebes : ns ; 
IlHydrolysat|, feste fliissige 
‘ : || Phase Phase 


Gesamtstickstoff 
in % der Trockensubstanz. ....... 14,57 8,17 13,23 
in % des Gesamtstickstoffs. .. . . . i 100 6,68 80,16 


Amidstickstoff 
in 0 der Trockensubstanz . . . ye 0,94 0,41 3,35 
in % des Amidstickstoffs des Albumins ok 100 5,10 312,80 


Huminstickstoff 
in % der Trockensubstanz . . . : 0,64 3,00 0,39 
in ', des Huminstickstoffs des Albumins. . 100 55,90 53,54 


Monoaminostickstoff 
in °,, der Trockensubstanz . . 8,97 3,50 5,13 
in % des Monoaminostickstotfs des Albumins 100 ; 50,6 


Diaminostickstoff 
in °, der Trockensubstanz. . . , 4,70 . 5.55 


in % des Diaminostickstoffs des Albumins : 100 4,80 117,2 


Aus Tabelle II, welche die einzelnen Aminosiuregehalte angibt, kann 
man sehen, da bei der Behandlung im Autoklaven 27,30°, Tyrosin ver- 
loren gegangen waren; fiir Tryptophan erreichte der Verlust otw @ 47,25 °% 
fiir Cystin 62,38 °, und fiir Histidin 55,47 %. 


Tabelle II. 





aTeenet Albumin, Autoklaven- Verlust 
: : Albumin, hydrolysat im 
Aminociaren Hydrolysat aa ie ss A Auto- 


feste Phase _ fliissige Phase | klaven 


Tyrosin 
in °, der Trockensubstanz . . 5,12 
in % des Tyrosins im Albumin 100 


Tryptophan 

in % der Trockensubstanz. . 1,33 

in % des Tyrosins im Albumin 100 9,68 3, 47,25 
Cystin 

in °% der Trockensubstanz. . 3,71 

in % des Cystins im Albumin 100 46 B13 62,38 
Histidin 

in °4 der Troeckensubstanz. . 2,08 0,28 

in %, des Histiding im Albumin 100 1,76 


Unterwirft man das Druckhydrolysat einer 36stiindigen offenen Hydro- 
lyse mit kochender, 25 °,iger HCl, so ergeben sich Veranderungen, die in Ta- 
belle III angegeben sind. Wahrend der Gesamtstickstoffgehalt unverandert 
bleibt, wird der Amidstickstoff um 17,7 ° vermindert; dagegen wachsen die 
Werte des Aminostickstoffs um 15,8°,, des Diaminostickstoffs um 4,54 °, 
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und des Huminstickstoffs um 50,0°4. Nach der offenen Hydrolyse des 
Druckhydrolysats wird der Tyrosingehalt um 23,0°, und der Cystingehalt 
sogar um 42,4°, vermindert. Es sind daher hier viel gréBere Verluste an 
Tyrosin und Cystin entstanden als bei der gew6hnlichen Hydrolyse. Da- 
gegen blieb das Tryptophan bei der Behandlung mit Saure im Autoklaven 
teilweise erhalten, waihrend es bei gewéhnlicher Saurehydrolyse ganzlich 
zerst6rt wird. 


Tabelle III. 





Fliissige Phase des 
Produktes der Hydrolyse 
im Autoklaven Verminderung 


Bestimmungsarten - 
oder Zuwachs 


vor der nach der 
Hydrolyse Hydrolyse 


Gesamtstickstoff 

(in der Trockensubstanz) . 13,40 13,23 Unverandert 
Amidstickstoff (nach Folin) . 4,07 3,35 Verminderung um 17,7°, 
Aminostickstoff (n. van Slyke) 4,43 5,1: Zuwachs um 15,8 %, 
Diaminostickstoff. . 2... 5,28 5,52 - » 404% 
Huminstickstoff . . ae ae 0,26 0,39 » 00,0 % 
WOUOMI ge ee fe intel ig oniv ahs 4,83 512 Verminderung um 23,0% 
CNN ee eB kee Poe 2,10 31 _ » 42,4% 


Fraktionierung des Autoklavenhydrolysats. 


Die fliissige Phase oder die saure wasserige Lésung des Produktes der 
Autoklavenhydrolyse wird mit Ather in einem Apparat von Kumagawa 
50 Stunden oder bis zur Erschépfung extrahiert. Wir verwendeten fiir die 
Extraktion 3870 cem des Druckhydrolysats, welche 349,24 g EiweiB ent- 
sprechen. “ 

I. Atherauszug. 

Im Atherauszug hatten sich drei Arten von Substanzen angesammelt: 
1. eine feste, kristallinische Substanz, welche in Ather fast unléslich ist; 
2. eine sirupartige und in Ather leicht lésliche; 3. eine harzartige, in Ather 
schwer lésliche Substanz. Diese drei Fraktionen wurden durch Zentrifugieren 
getrennt, in Aceton gelést und auf 200 cem aufgefiillt. 

Aus Tabelle IV ersehen wir die Trockenriickstande dieser Fraktionen in 
g und °,, bezogen auf die Trockensubstanz der fliissigen Phase. 


Tabelle IV. 





Trockengewicht Trockengewicht 
Trocken- in 9), der in %») bezogen 
Fraktionen gewicht Trockensub- auf aschefreies 
in g stanz der trockenes 
fliissigen Phase Eiweib 


1. Feste, in Ather unlésliche . . . ; 11,20 HS 
2. Harzige, in Ather unlosliche . . wl 6,54 1,8 
3. Sirupartige, in Ather lésliche : 11,92 3,38 


Or 


Summe |, 29,66 8,47 


Diese Fraktionen wurden auf ihre Stickstoffverteilung untersucht und 
die Ergebnisse in Tabelle V zusammengestellt. 
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Tabelle V. 





Gesamtstickstott- aa ai Aminostickstoff 
eM gehalt in °/, der Amidstickstoff nach van Slyke 
Fraktionen Pockensutatans nach Folin in 0 in J der festen 

der Fraktion der festen Substanz Substanz 
Se ae ed ee ee 11,4 0,11 0) 
2. Harzige a eg 2,6 0,01 0 
3. Sirupartige ..... ie 0,33 0 


In der 1. und der 3. Fraktion wurden noch die Stickstoff-formen nach 
van Slyke-Cavette ermittelt. 


Tabelle VI. 





Gesamt- Taminstisk- Aminostick- Monoamino- Diamino- 
Fraktionen stickstoff stoff wf 0 stoff nach van stickstoff stickstoff 
in 9/5 . 0 Slyke in %Jo in 9/5 in Jo 
L. wets. . . . 11,4 0,29 9,8 10,8 0 
2. Sirupartige . ae 1,19 4.3 5,56 0 


In diesen beiden Fraktionen wurden noch einzelne Aminosaéuren 
kolorimetrisch bestimmt (Tabelle VII). 


Tabelle VIL. 





1. Fraktion 3. Fraktion 1. Fraktion | 3. Fraktion 
. in %/9 der in 9/9 der 3 in °/, der | in %/9 der 
Aminos&uren Trocken- Troeken- Aminos&uren Trocken- | Trocken- 
substanz substanz substanz | substanz 
TOROMR. 5 3 11,29 1,74 Histidin. . . 0 0 
Tryptophan... 0,07 1,09 Methionin . 2,77 0 
COMBI iw: ics 2,65 0 





Besprechung der analytischen Ergebnisse. 

1. Der Atherauszug ist im Durchschnitt armer an Stickstoff als di 
Albumin selbst, in der festen Fraktion haben wir den gréBten Stickstof 
gehalt, er betragt 11,4%, in der harzigen Fraktion bildet der Stickstoff 
gehalt nur 2,6°%, in der sirupartigen 7,7%. 

2. Im Atherauszug befinden sich keine Verbindungen, welche 
Diaminosauren liefern. 

3. Im Atherauszug ist kein Aminostickstoff vorhanden, aber wenn 
diese Fraktion einer 36- oder 72stiindigen Hydrolyse mit 25% iger HCi 
unterworfen wird, kommt der Aminostickstoff zum Vorschein. Die 
1. Fraktion liefert 90,8°, des Gesamtstickstoffs in Form von Amino 
stickstoff, wahrend in der 3. Fraktion nach der Hydrolyse nur 78,2 °% 
des Gesamtstickstoffs in Aminostickstoff verwandelt werden. Aus diesen 
Daten kann gefolgert werden, daB im Atherauszug nicht nur Cyelo- 
peptide, sondern auch heterocyclische Verbindungen vorkommen, 
welche nach der Hydrolyse keine «-Aminosiuren liefern. Da kein 
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Prolin und Tryptophan vorhanden waren, muB man voraussetzen, dab 
nach 72stiindiger Hydrolyse sich solche stickstoffhaltige Substanzen 
bilden, die keine g-Aminosiuren sind. 

4. Huminstoffe, welche in der 3. Fraktion des Atherauszuges ge- 
funden waren, sind auf Kosten des Tryptophans entstanden. 

5. Die 1. Fraktion ist mit Tyrosin angereichert und soll tyrosin- 
haltige Cyclopeptide enthalten. Sie ist auch reich an Cystin und _ soll 
cystinhaltige Cyclopeptide enthalten. Der ziemlich hohe Methionin- 
gehalt in der 1. Fraktion weist auf ein Vorhandensein von methionin- 
haltigen Cyclopeptiden hin. Diese Cyclopeptide kénnen durch wieder- 
holte fraktionierte Kristallisation der 1. Fraktion gewonnen werden. 

6. Die 3. sirupartige Fraktion enthalt tryptophanhaltige Cyelo- 
peptide, welche der Hydrolyse gegeniiber widerstandsfahiger sind als 
freies Tryptophan. 

7. Was die einzelnen Monoaminosauren betrifft, so sind sie nur 
in der 1. festen Fraktion nach Tawn- Brazier untersucht worden, dabei 
ergab es sich, daB Glycin, Valin, Leucin, Tyrosin und geringe Mengen 
Glutamin- und Asparaginsiure anwesend waren. Phenylalanin wurde 
nicht gefunden. Es miissen entsprechende Cyclopeptide, hauptsachlich 
Cyclopeptide der Leucinserie (Cyeloleucylglycin, Cycloleucylvalin, 
Cycloleucyltyrosin, Cycloleucylglutaminsaure) vorhanden sein, welche 
durch fraktionierte Kristallisation isoliert werden kénnen. 


2. Chloroformauszug. 


Nach erschépfender Extraktion mit Ather wurde das Produkt der 
Hydrolyse im Autoklaven mit Chloroform extrahiert. Der Chloroform- 
auszug bestand aus einer festen, in Aceton unléslichen Fraktion und einer 
harzigen, in Aceton léslichen Fraktion. Die Trennung wurde durch 
Zentrifugieren und Acetonbehandlung erreicht. 

1. Die feste Fraktion betrug 11,50 g oder 3,3°, des festen Riickstandes 
der fliissigen Phase. 

2. Die harzartige Fraktion betrug 20,13 g oder 5,7°,; im ganzen gab 
der Chloroformauszug 31,63 ¢ oder 9°, des trockenen Riickstandes der 
fliissigen Phase. 

Eine nihere Charakteristik der beiden Fraktionen ist in Tabelle VIII 
angegeben. 

Aus den Daten der Tabelle VIII kann man folgende Schliisse ziehen : 

1. Der Chloroformauszug des Produktes der Autoklavenhydrolyse 
ist weniger reich an Stickstoff als das EiweiB selbst. 

2. Amid- und Aminostickstoff fehlen im Chloroformauszug. 

3. Nach der Hydrolyse der beiden Fraktionen mit 25°, iger HCl 
bleibt der Gesamtstickstoffgehalt unverindert. Der Amidstickstoff 
bildet sich nur bei der Hydrolyse der harzartigen Fraktion und bildet 
etwa 22°, des Gesamtstickstoffs. 
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Tabelle VILLI. 





Stickstoffverteilung PB owsad ” he na 
i 
1. Gesamtstickstoffgehalt in % der trockenen Substanz 
GENERUN Seine ain eee wk ee oe oh BOR 7,8 
2. Amidstickstoff nach Folin. . ........4.4 0 0 
3. Aminostickstoff nach van Slyke... .. 2... 0 0 
II. Nach Hydrolyse mit 25 %iger HCl. 
1. Gesamtstickstoffgehalt ......2..2..2..-. 10,4 7,53 
2. Amidstickstoff nach Folin. . . Pe a ee 0,05 | 1,69 
oe are terre 0,2 1,88 
4. Monoaminosaurenstickstoff nach Kjeldahl . 9,34 _ 
* » van Slyke .. 7,75 — 
5. Diaminosaurenstickstoff nach Kjeldahl . .... . 0,48 — 
. » wan Slyke. ... 0,50 —_ 
III. Aminosauren. 
eT Se AS ee ed ene ee, Sa 9,29 1,34 
EMMOONNNIES (os) south ems aes so ce me Coles 1,12 1,28 
I eae CI Sa a Ao 1,12 
SE So icy BNA? dere clang ern tidgehe,’ ahs eata eras a — 
RIN ok on esr at sae Agent Ng AMES a ag 1,92 ~ 


4. Der Huminstickstoff bildet sich in gréBeren Mengen (etwa 
25% des Gesamtstickstoffs) nur bei der Hydrolyse der 2. harzartigen 
Fraktion. 

5. Diaminosaiuren sind im Hydrolysat der 1. Fraktion nur in ge- 
ringer Menge vorhanden. 

3. In der 1. Fraktion ist Tyrosin reichlich vorhanden (9,29°%), in 
der 2. Fraktion ist die Tyrosinmenge bedeutend geringer (1,34°%). 

7. Tryptophan ist in beiden Fraktionen in gleichen Mengen vor- 


- 


handen. 

-8. In der 1. Fraktion fehlte das Cystin fast gianzlich, in der 2. 
ist es jedoch vorhanden. Dagegen fehlte in der 2. Fraktion Methionin, 
welches in der 1. Fraktion vorhanden war. 

9. In der 1. Fraktion wurde das Vorhandensein folgender Mono- 
aminosauren nach 7'awn- Brazier nachgewiesen: Leucin, Asparaginsdure 
Tyrosin, Glycin, Glutaminsaure, Alanin, Valin, Prolin. 


3. Essigdtherauszug. 


Das Produkt der Autoklavenhydrolyse wurde nach erschépfender 
Extraktion mit Chloroform mit Natronlauge neutralisiert und dann mit 
Essigither in einem AKumagawa-Apparat 36 Stunden extrahiert. 

Der Essigaitherauszug gab 13,33g Trockenriickstand oder 3,5°, 
Trockensubstanz der fliissigen Phase. Der Gesamtstickstoffgehalt des 
Essigitherauszugs betrug 4,98°,, Aminostickstoff war nicht vorhanden, 
der Amidstickstoffgehalt betrug 0,2°, oder etwa 4°, des Gesamtstickstoffs. 
Nach der Hydrolyse wurden folgende Daten erhalten. 








re 
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Tabelle IX. 








%%o 9 0), 
1. Gesamtstickstoff ...... | 4,83 100 6. Tyrosin. . .. . || 8,95 
2. Amidstickstoff ........ 0,26 5,3 | 7. Tryptophan. . . || 3,15 
8. Huminstickstoff. ....  . 0,76 | 16,0 | 8. Cystn .... . | 1,71 
4. Monoaminosaurenstickstoft . . 3,20 66,2 | 9. Histidin . . . . | 0,82 
5. Diaminosdurenstickstoff . . . 0,70 14,5 | 


Der Essigitherauszug besitzt folgende Eigenschaften: 

1. Er ist arm an Stickstoff und enthalt nur etwa 5°, desselben. 

2. Er enthalt keinen Aminostickstoff und nur wenig Amidstickstoff 
(4°, des Gesamtstickstoffs). 

3. Nach der Hydrolyse bleibt der Gesamtstickstoffgehalt unverandert 
und der Amidstickstoff nimmt kaum merklich zu. 

4. Im Hydrolysat wurde Aminosiurestickstoff nachgewiesen (14,5 °, 
des Gesamtstickstoffs). 

5. Die Monoaminosiuren betrugen im Hydrolysat 66,2°, des Gesamt- 
stickstoffs. 

6. Es wird eine reichliche Menge von Huminstickstoff gebildet; was 
mit der Anwesenheit des Tryptophans zusammenhiangt. 

7. Tryptophan ist reichlich vorhanden, ebenso Tyrosin (tryptophan- 
und tyrosinhaltige Cyclopeptide). 

8. Das Hydrolysat des Essigitherauszugs enthalt Histidin und Cystin, 
was auf ein Vorhandensein von histidin- und cystinhaltigen Cyclopeptiden 
hindeutet. 

9. Im Essigatherauszug sind folgende Monoaminosaiuren nachgewiesen 
worden: Leucin, Asparaginsiure, Tyrosin, Glutaminséure, Glycin, Valin 
und Prolin. 


Untersuchung der fliissigen Phase nach Extraktion mit Ather, 
Chloroform und Essigither. 


Aus 349,24 g¢ Trockensubstanz, welche in 3870 ccm des Autoklaven- 
hydrolysats gelést waren, wurden mit Ather, Chloroform und Essigiéther 
74,62 g Trockensubstanz ausgezogen, was 21,3 °, ausmacht. Die Zusammen- 
setzung des Restproduktes und seine Charakteristik nach der Stickstoff- 
verteilung wird in der Tabelle X angefiihrt. 

Aus Tabelle X kann man folgende Schliisse ziehen: 

1. Der Gesamtstickstoffgehalt des Trockenriickstandes des erschépfend 
extrahierten Druckhydrolysats ist etwas héher als beim Eiweif selbst 
(15,68 °, gegen 14,57 °,, was dadureh bedingt wird, daB weniger stickstoft- 
haltige Verbindungen in die Ausziige iibergehen. Nach der Hydrolyse des 
erschépfend extrahierten Produktes bleibt der Stickstoffgehalt unverandert. 

2. Der Amidstickstoff betragt 32°, des Gesamtstickstoffs der Trocken- 
substanz. Nach der Hydrolyse bleibt der Amidstickstoffgehalt unverindert. 

3. Der Aminostickstoff des Produktes der Hydrolyse im Autoklaven 
betragt 22°, des Gesamtstickstoffs. Der Amidstickstoff und der Amino- 
stickstoff betragen zusammen 54°, des gesamten Stickstoffs. Die iibrigen 
46°, des Gesamtstickstoffs kénnen den noch vorhandenen Cyclopeptiden 
oder Iminoséiuren angehéren. 


5* 
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Tabelle X. 





In °/9 der In °/9 des 
Trocken- Gesamt- 
substanz stickstoffs 
1. Der Gesamtstickstoffgehalt der Trockensubstanz . . 15,68 100 
2. Der Amidstickstoff .. . . . ae = 5,01 32,0 
3. Der Aminostickstoff ; 3,45 22.0 
4. Differenz, welche auf Cyclopeptidstickstoft hinweist 1,22 46,0 
5. Gesamtstickstoff nach der Hydrolyse . . . . . 15,72 
6. Amidstickstoff nach der Hydrolyse aes : 4,98 
7. Huminstickstoff ohne Hydrolyse . . ; ye 0,87 5.6 
x nach der Hydrolyse . . : 0,89 5,6 
8. Monoaminensiurenstickstoff ohne Hydro lyse SO aAN 4,22 26,9 
nach der Hydro lyse. . 5,38 34,3 
9. Diaminosaurenstickstoff ohne Hydrolyse . rub ana 5,42 34,56 
i nach der Hydrolyse . 4,38 27,90 
10. Tyrosin ohne Hydrolyse . . . ne pet ee eee 2,75 
& nach der Hydrolyse 2,73 
11. Tryptophan ohne Hydrolyse 0,37 
i. nach der Hydrolyse 0,47 
12. Cystin ohne Hydrolyse de Tad oa ema 1,29 
» nach der Hydrolyse. . Mem Core ate 0,81 
13. Histidin ohne Hydrolyse. ........2... 0,84 
™ nach der Hydrolyse. . vin ed 1,29 
MB RMR oe i Me. ee ew ee Ben es cee 0,61 
TMU oe Ene is, Oe eke Memeo GS kets 0 


4. Der Monoaminosaurenstickstoffgehalt (nach van Slyke-Cavette) be- 
tragt in dem Produkt der Autoklavenhydrolyse 26,9°, des Gesamtstick- 
stoffs, d. h. er ist um 4,9°, héher als der Aminostickstoffgehalt, der nach 
van Slyke bestimmt worden war. Diese 4,9°, miissen durch das van Slyke- 
sche Verfahren unbestimmbare Amino- und Iminosaéuren enthalten. Vom 
Cyclopeptidstickstoff bleiben nur 41,1°, des Gesamtstickstoffs iibrig. Nach 
der Hydrolyse nimmt aber der Aminosaurenstickstoff bis auf 34,3°, bzw. 
um 7,4°, zu. Diese Zunahme wird durch die Spaltung von Cyclopeptiden 
bedingt, welche demgema8 in dem erschépfend extrahierten Produkt nur 
7,4°, ausmachen. Es bleiben noch 33,7°, Stickstoff iibrig, welcher kein 
Cyclopeptidstickstoff ist. 

Dieser Stickstoff gehért zu den Substanzen, welche mit Phosphor- 
wolframsaure fallbar sind; diese Substanzen sind Diaminosauren (27,90 °,) 
und Peptide (6,66°,), welche durch Phosphorwolframsaéure fallbar wud 
durch Hydrolyse spaltbar sind, ohne Diaminosauren zu bilden. Der Diamino- 
stickstoff betragt im EiweiB selbst 32,25°, des Gesamtstickstoffs. 

6. Der Tyrosingehalt betragt 2,75°, der Trockensubstanz der Auto- 
klavenhydrolyse; dieser Wert bleibt nach der Hydrolyse des Produktes un- 
verindert. Der Tryptophangehalt ist gering (0,37°,) und betragt nach der 
Hydrolyse 0,47 °,. 

7. Der Cystingehalt betragt 1,29°, und wird nach der Hydrolyse 
infolge einer Zersetzung des Cystins um etwa 0,81°,) vermindert. Dagegen 
steigt die Histidinmenge von 0,84 auf 1,29 °,. 

8. Alanin, bestimmt nach der Férthschen Acetaldehydmethode, waren 
0,61°, vorhanden; Methionin fehlte. Es wurde noch die Anwesenheit 
folgender Monoaminosauren nachgewiesen: Glycin, Leucin, Glutaminsaure, 
Asparaginséure, Valin und Prolin. 
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Schlubbetrachtungen. 

Bei Anwendung verschiedener Abbaumethoden fiir Proteine 
entstehen verschiedenartige Hydrolysate, welche aus verschiedenen 
Typen von Spaltprodukten zusammengesetzt sind. Hydrolysen im 
Autoklaven mit Saéuren, mit Carbonaten, mit Alkohol allein oder in 
wasserig-alkoholischem Medium mit Sauren und Alkalien kénnen eine 
Reihe von Abweichungen in der Zusammensetzung der Lysate liefern, 
aber im wesentlichen verliuft die Spaltung im Autoklaven immer unter 
Anreicherung von cyclischen Verbindungen, welche als Vorstufen der 
Aminosauren betrachtet werden miissen. Menge und Art der eyeli- 
schen Produkte (Cyclodipeptide, Cyclotripeptide und Polycyclopeptide) 
werden von der Temperatur sehr beeinfluBt. Die bisher iibliche Art 
der Temperaturbedingungen im Autoklaven, d. h. 180°, 6 bis 12 Stunden 
lang in Gegenwart 2°, iger H,SQO,, erwies sich als tibermaBig wirksam, 
weshalb wir in der vorliegenden Arbeit die Erwarmungsdauer bei 180° 
auf 2 Stunden beschrankten und dafiir die Saurekonzentration auf 
3% erhdhten, was infolge der Ammoniakbildung und dem _hieraus 
folgenden Abstumpfen der angewendeten Saéure nétig war. Bei 
ungeniigender Saurekonzentration ist die Gefahr einer sekundaren 
Kondensation nicht ausgeschlossen. Es stellte sich heraus, das auch 
diese Bedingungen noch zu intensiv abbauend wirkten; bedeutende 
Ammoniakbildung, Verharzung und Spaltung von Cyclopeptiden 
sowie Zerst6rung von Aminosduren treten in Erscheinung. Auf Grund 
dieser Wahrnehmungen haben wir die Versuchsbedingungen weiter ver- 
andert und die Erwarmungsdauer auf 5 bis 10 Minuten herabgesetzt, die 
Temperatur auf 220° erhéht und dafiir gesorgt, dab das Vorerwarmen 
auf 220° und das Erkalten nicht iiber 3 Stunden dauerte. Unter solchen 
Bedingungen haben wir es in einem gréBeren Versuch unternommen, 
die Produkte zu isolieren, woriiber bald berichtet werden soll?. Die vor- 
liegende Arbeit, welche uns zur Auffindung geeigneter Spaltungs- 
bedingungen brachte, muB als eine wichtige Stufe zur Erkenntnis der 
Vorgange, welche beim stufenweisen Abbau der Eiweibstoffe vor sich 
gehen, angesehen werden. 

Beim Fraktionieren des Produktes der Druckhydrolyse hatte sich 
das Extraktionsverfahren gut bewahrt. Man konnte hiermit den gréBten 
Teil der Cyclopeptide trennen. Wir hatten nur Ather, Chloroform und 
Essigither angewendet, aber die Anwendung von Butylalkohol, Amyl- 
alkohol, Schwefelkohlenstoff, Aceton und Methanol kann die Ausbeute 
an Cyclopeptiden noch vergréBern. Die Untersuchung jeder einzelnen 
Fraktion auf Aminosiuren zeigte, daB man durch Extraktion mit ver- 
schiedenen Lésungsmitteln eine Anreicherung der einzeInen Aminosauren 


' Naheres wird in einer spaéteren Abhandlung ver6ffentlicht werden. 
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in Form ihrer Cyclopeptide erzielen kann; als gutes Beispiel dafiir dient 
Methionin, welches in der Ather- und Chloroformfraktion vorkommt, 
und Histidin, welches in der Essigétherfraktion nachgewiesen wird. 
Da einzelne Aminosaduren als Bestandteile der cyclopeptidischen Frak- 
tion bekannt sind, kann man eine Reihe charakteristischer Cyclopeptide 
voraussehen, welche z. B. Histidin, Tryptophan, Tyrosin, Prolin, Cystin, 
Methionin usw. als Bausteine enthalten. Bei der Isolierung neuer Cyelo- 
peptide muB die Untersuchung der Aminosiuren nach gegenwartig 
iiblichen Mikromethoden eine hervorragende Bedeutung erlangen. 

Es gibt noch eine ungeléste Frage iiber die Natur der cyclischen 
Komplexe, die uns nur durch die Anwendung der beschriebenen Methodik 
lésbar erscheint: Es ist unbekannt, ob nur Cyclodipeptide oder Cyclo- 
tripeptide vorkommen, oder ob noch héhere und andersartige Cyelo- 
peptide vorausgesetzt werden kénnen. Wenn wir es z. B. mit Cyclo- 
prolin-prolin zu tun haben, so verhalt sich diese Verbindung anderen 
Cyclopeptiden gegeniiber abweichend, denn es bildet nach der Hydrolyse 
keine aminostickstoffhaltige Saure, sondern spaltet sich in zwei Prolin- 
molekiile. Es ist aber nicht ausgeschlossen, daf} auch cyclische Kom- 
plexe vorkommen, welche kein Prolin enthalten und doch nicht bei der 
Spaltung mit Sauren die bekannten Aminosiuren liefern. Solche Falle 
hatten wir vielfach angetroffen, besonders bei der Behandlung einiger 
EiweiBstoffe mit Alkohol im Autoklaven oder bei Anwendung von 
Carbonaten?. Diese Falle sind von uns naher untersucht worden und wir 
werden iiber die Ergebnisse bald berichten. 


1 Naéheres wird in einer weiteren*Abhandlung ver6éffentlicht werden. 
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Uber Aufbau und Stoffwechsel 
der Pflanze unter dem Einflu6 der Mineralsalzernihrung. 
III. Mitteilung: 
Der Zuckergehalt des PreBsaftes von Tabakblittern in seiner Abhingigkeit 
von der Mineralsalzernihrung der Pflanze. 
Von 
Karl Béning und Elisabeth Béning-Seubert. 


(Aus der Bayerischen Landesanstalt fiir Pflanzenbau und Pflanzenschutz, 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 12. April 1935.) 


I. Einleitung. 

In unserer letzten Mitteilung iiber die Beziehungen zwischen 
Mineralsalzernahrung und osmotischem Wert des PreBsaftes von Tabak- 
blattern stellten wir fest, daB von den im Zellsaft gelésten osmotisch 
wirksamen Substanzen die Mineralsalze selbst einen erheblichen EinfluB 
auf die Héhe des osmotischen Wertes ausiiben. Da der osmotische Wert 
des Zellsaftes aber nicht allein von seinen mineralischen Bestandteilen 
abhangig ist, sondern ebensosehr von den im Stoffwechsel gebildeten 
osmotisch wirksamen Stoffen organischer Natur, bedarf auch deren 
Abhangigkeit von der Mineralsalzernahrung schon im Hinblick darauf, 
daB ihnen von manchen Autoren der gréBere EinfluB auf den osmotischen 
Wert zugesprochen wird, eingehender Untersuchung. Aber auch ganz 
unabhangig vom osmotischen Wert ist der Gehalt der Zellsifte an 
Zuckern, organischen Sauren und sonstigen léslichen nicht mineralischen 
Bestandteilen unter dem EinfluB der Mineralsalzernihrung von gréBtem 
Interesse, laBt er doch Riickschliisse zu in bezug auf die Dynamik der 
Kohlenhydrate, den Saure- und Eiweibstoffwechsel sowie im Hinblick 
auf die Giitebeurteilung der Erzeugnisse des Pflanzenbaus oder auf 
bestehende Zusammenhange mit pflanzenpathologischen Fragen. In der 
vorliegenden Mitteilung seien zunachst die Beziehungen zwischen 
Zuckergehalt und Mineralsalzernahrung behandelt; auf die wtbrigen 
Bestandteile des Zellsaftes soll spater noch ausfiihrlicher eingegangen 
werden. 

Von den wenigen Arbeiten, die sich bisher mit dem Einflu8 der Mineral- 
salzernahrung auf Zuckergehalt und osmotischen Wert des Zellsaites befaBt 
haben, sind vor allem die Untersuchungen von Schaffnit und Wilhelm und 
von Iljin zu nennen. Schaffnit und Wilhelm fiihrten im Zusammenhang mit 
Versuchen iiber Kaltewirkungen auf die pflanzliche Zelle eine gréBere Anzahl 
Gefrierpunktsbestimmungen und Zuckeranalysen bei verschiedener Mineral- 
salzernahrung der Pflanze durch, konnten aber keine eindeutigen Be- 
ziehungen zwischen osmotischem Wert und Zuckergehalt feststellen. Aller- 
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dings haben die beiden Autoren den Zuckergehalt nicht wie den osmotischen 
Wert ebenfalls im PreBsaft, sondern nur in der Trockensubstanz ermittelt, 
so dali ein direkter Vergleich ihrer Zahlen miteinander nicht moéglich ist. 
ijin hat nur ein Teilproblem, den Einflu®B des Kalk- und Kaligehalts im 
Boden auf den Zuckergehalt des Zellsaftes behandelt, wobei er sich auf die 
gegebenen natiirlichen Verhaltnisse beschrankte. Auch hat er keine direkten 
Bestimmungen des osmotischen Wertes der von ihm an verschiedenen Stand- 
orten untersuchten, wildwachsenden Pflanzen vorgenommen. Von be 

sonderem Interesse ist aber seine an Hand sehr umfangreicher Zellsatt 

analysen gemachte Feststellung, daB bei den meisten Pflanzen die Salze 
infolge ihrer hé6heren molaren Konzentration von gréBerem EinfluB auf die 
Hohe des osmotischen Wertes sein miissen als die Zucker. 

Wahrend somit die Beziehungen zwischen Zuckergehalt und osmotischem 
Wert des Zellsaftes bei verschiedener Mineralsalzernaibrung der Pflanze noch 
wenig geklart sind, sind wir iiber die Verainderungen des Zuckergehalts und 
des osmotischen Wertes bei verschiedener Tages- und Jahreszeit besser 
unterrichtet. Aus den Untersuchungen von Stanescu, Kokin, Tschesnokow 
und Bazyrina wissen wir, daB den vornehmlich an klaren Tagen auftretenden 
Schwankungen des Wassergehalts eine Zu- oder Abnahme des Gehalts an 
Kohlenhydraten parallel geht. In ahnlicher Weise treten auch, wie nament- 
lich die Untersuchungen von H. Walter dargetan haben, Anderungen des 
osmotischen Wertes auf, Ebenso spielen nach Steiner auch bei den jahres- 
zeitlichen Schwankungen des osmotischen Wertes in den Blattern von 
immergriinen Holzgewachsen Veranderungen des Zucker- und Wasser- 
gehalts eine maBgebliche Rolle. 

Unsere eigenen Zuckergehaltsbestimmungen in BlattpreBSsiften ver- 
schieden ernahrter Pflanzen wurden meist im Anschlu8 an die in der letzten 
Mitteilung behandelten Gefrierpunktsbestimmungen mit den gleichen Pref - 
siften durchgefiihrt, die vor Inangriffnahme der Untersuchungen klar 
filtriert wurden. Die Probenentnahme erfolgte zur Erzielung méglichst 
einheitlicher Werte, wenn nicht absichtlich eine andere Tageszeit gewahlt 
wurde, im allgemeinen in den Vormittagsstunden zwischen 7 '5 und 8% Uhr. 
Die PreBsaftgewinnung wurde, wie in der ersten Mitteilung bereits ausfiihrlich 
beschrieben, in der Weise vorgenommen, da die zerkleinerten Blatter durch 
halbstiindiges Erhitzen im Dampftopf abgetétet und daraufhin unter 
konstantem Druck ausgepreBt wurden. 

Uber die Heranzucht der Versuchspflanzen, die Zusammensetzung des 
Bodens und die Diingung der VegetationsgefaiBe wurden ebenfalls in der 
ersten Mitteilung ausfiihrliche Angaben gemacht, so da® hier nur daraut 
verwiesen zu werden braucht. Hinsichtlich der Héhe der Nabrstoffgaben 
wurde in den Versuchen von 1934 eine Abweichung von den friiheren Ver- 
suchen dahingehend vorgenommen, da die einfache N-Gabe von bishe 
lg je GefaB auf 1,3 g¢ erhéht wurde. Infolgedessen erhéhte sich die N '),- 
Gabe auf 0,33 g und war demgemif mit N#/, zu bezeichnen. Die N-Uber- 
schuBgabe wurde nur mehr in doppelter Héhe der neuen einfachen Gabe 
verabfolgt und entsprechend den gebotenen 2,6 g N je GefaB mit Nog be- 
zeichnet. Diese Veranderungen der Gaben in ihrem Verhaltnis zueinander 
bewirkten teilweise Verschiebungen im Zuckergehalt, die im Hinblick aut 
die Definition des UberschuB- und Mangelbegriffes von besonderem Inter- 
esse sind. 

Fiir die eigentliche Zuckerbestimmung bedienten wir uns anfanglich 
(in den Versuchen von 1931) der Pikrinsiurereduktionsmethode, die jedoch 
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en nur eine annahernde Abschatzung gestattet, in den folgenden Jahren wurden 
Ht, die Bestimmungen nach der Methode von Hagedorn und Jensen durchgetiihrt. 
st. Untersucht wurden die PreBsifte jeweils nur auf Gesamtzucker (Mono- und 
im Disaecharide), nachdem die nichtreduzierenden Zucker mittels Salzsiure 
lie bei 100°C wiahrend '/, Stunde invertiert worden waren. Die Salzsaure- 
en konzentration in der Lésung betrug 0,1°,,.. Eine getrennte Bestimmung der 
- Monosen und Biosen, wie sie von einigen Autoren vorgenommen wurde, 
ve- erschien uns, da wir uns infolge anderweitiger gleichzeitig laufender Unter- 
tt suchungen beschranken muBten, nicht unbedingt notwendizg, zudem es uns 
Ze vorerst weniger auf die einzelnen Zuckerarten als auf die Erforschung der 
lie gvrundsatzlichen Beziehungen zwischen Zuckerbildung und Nahrsalz- 
aufnahme ankam. Fur die Ans&étze wurde jeweils von 0,5 cem Prefbsatt 
m ausgegangen, die mit dest. Wasser auf 10 cem verdiinnt wurden. Von der 
ch invertierten Lésung dienten dann 0,1 cem zur Bestimmung. Die Bestimmung 
nd nach der Pikrinsiuremethode, wie sie z. B. bei Thomas und Dutcher an- 
er gegeben ist, erfolgte auf kolorimetrischem Wege auf Grund einer Testrethe, 
Ow die zuvor mit Traubenzuckerlésungen bekannter Konzentrationen her- 
en gestellt wurde. Sie beruht darauf, da die gelbe Lésung von Natriumpikrat 
an durch reduzierenden Zucker in eine rote Lésung von Natriumpikranat um- 
it - gewandelt wird. Die Bestimmung nach der Methode von Hagedorn und 
les Jensen erfolgte in der gleichen Weise, wie sie bereits von Tumanow und 
‘S- | Vassielew angewendet worden ist. 
On 
.r- 


II. Der Einflu® der Nihrsalze auf den Zuckergehalt des PreSsaftes. 


i Zur Untersuchung des Einflusses der Mineralsalze auf den Zucker- 
en gehalt des PreBsaftes wurde von einer Grunddiingung, bestehend aus den 
B- Salzen K,SO,, NH,NO,, Ca(H,PO,),, CaCO,, MgSO, und FeSO,, aus- 
ar gegangen, die bei Verabfolgung mittlerer Gaben eine normale Entwicklung 
st der Pflanze gewahrleisten. Der Einflu8 einzelner Nahrstoffe wurde in der 
ilt Weise gepriift, das entweder die Gaben einseitig verringert oder erhOht oder 
ir. die betreffenden Nabrstoffe in verschiedener Form verabfolgt wurden. Im 
ch allgemeinen wurden bei der Abstufung der Gaben nicht nur die Nahrstoff- 
ch ionen, sondern auch die Nebenionen mit variiert; nur in einzelnen Fallen 
er wurde versucht, durch Umstellungen im Nahrstoffgemisch die Veranderungen 


auf das Nahrstoffion allein zu beschranken. 


a8 Bei Verabfolgung einfacher Gaben simtlicher Nahrstoffe wurden 
oa im allgemeinen ziemlich hohe Zuckerwerte festgestellt, die von anderen 
on Ernahrungsformen nur noch verhaltnismaBig selten ibertroffen wurden. 
1 Der Grund hierfiir diirfte darin zu suchen sein, dab das gewahlte Ver 
= haltnis der Gaben von K:N 1:1 oder wie 1: 1,3 im Hinblick auf 
Ad die Erzielung eines mittleren Zuckerwertes nicht giinstig war. Wahr- 
* scheinlich hatte durch Erhéhung des Kalianteils ein besser passender 
e- Mittelwert erzielt werden kénnen. Eine derartige Anderung aber hatte 
er andere ungiinstige Wirkunger zur Folge gehabt und den Vergleich mit den 
- sonstigen Untersuchungen sehr erschwert, so daB lieber davon Abstand 
“ genommen wurde, vor allem da dem Verhalten bei mittlerer Diingung 
si an und fiir sich in der Erkenntnis der Zusammenhange keine allzu 


grobe Bedeutung zukommt. 
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1. Der EinfluB des Kaliums. 


Wurde der Kaligehalt in der Nahrlésung erhéht, so erfuhr der Zucker- 
gehalt des PreBsaftes regelmaBig eine Erniedrigung, wie z. B. aus den folgen 
den Bestimmungen zu verschiedenen Zeiten 1932 hervorgeht (die Werte 
sind in mg Glucose auf 1 cem PreBsaft angegeben): 





Zuckergehalt am 


1. VIE. | 5. VITI. | 28. VII. | 31. VIII. 5. IX. 


KNP ....... || 440 | 42,7 | 445 | 40,5 | 342 
K',NP . 43,0 384 278 | 274 | 294 
KNP....... | 840) 407 | 264 | 286 | 250 


Das gleiche Ergebnis erbrachten bereits d‘e vorlaufigen Bestimmungen 
von 1931 sowie die weiteren Untersuchungen von 1933 und 1934. Die den 
Zuckergehalt herabsetzende Wirkung erhéhter Kaligaben gilt grundsatzlich 
auch unabhiangig davon, in welcher Form das Kalisalz verabfolgt wird, wenn 
auch je nach der besonderen Wirkung des mit verabfolgten Anions graduelle 
Unterschiede vorhanden sind. Als Beispiel seien die folgenden Zuckerwert« 
vom 31. August 1932 angefiihrt: 





K als KNO3 K,S0, KCl Ky SiO; 
Ror .. 57,7 40,5 32,2 33,1 
k,NP 205 286 11,7 214 


Umgekehrt steigt mit sinkendem Kaligehalt der Zuckergehalt im 
PreBsaft an, wie z. B. am deutlichsten aus den Bestimmungen von 1934 
(Tabelle IT) hervorgeht, wo in der Reihe mit einfacher Kalkgabe die Werte 
fiir K '/,, in der Reihe mit vierfacher Kalkgabe die Werte fiir K '/, durch- 
schnittlich iiber den entsprechenden Werten fur einfache Kaligaben gelegen 
sind. Bei extremem Kalimangel ist jedoch haufig wieder ein Riickgang des 
Zuckergehalts zu verzeichnen (vgl. hierzu z. B. die Werte fiir K4/, in der 
Reihe mit einfacher Kalkgabe von 1934). 


Der Unterschied zwischen relativem Kalimangel und extremem Kali- 
mangel geht ferner sehr deutlich noch aus folgenden Bestimmungen vom 
1. August 1934 hervor, die von Pflanzen stammen, bei denen zwar die Kali- 
gabe variiert, der Anionenanteil jedoch konstant auf der Hohe der einfachen 
Gabe gehalten wurde: 





Zuckergehalt 





SO, (konstant) Cl (konstant) 


ere 19,8 16,0 
>: wre ra 33,2 28,6 
ee ee a 24.4 214 


Auch in den Versuchen von 1932 und 1933 lagen die Kalimangelwerte 
vielfach unter den entsprechenden Werten fiir einfache Kaligabe. Der 
Grund hierfiir diirfte darin zu suchen sein, daB bei extremem Kalimangel die 
Stickstoffaufnahme zu stark erhéht ist, so daB die Bereitstellung reichlicher 
Kohlenhydratmengen fiir die Bildung organischer Saiuren zur Ammoniak- 
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entgiftung notwendig wird (vgl. hierzu auch die erh6éhte Pufferung bei Kali 
mangel in der ersten Mitteilung). 

Der Ersatz der ausgefallenen Kalimenge durch Calcium, Natrium ode: 
Magnesium blieb ohne besonderen EinfluB auf die Héhe des Zuckergehalts, 
wie aus folgenden Bestimmungen von 1933 entnommen werden kann, denen 
die gleichzeitig ermittelten Werte fiir Kalimangel mit verschiedener Form 
des Stickstoffsalzes beigefiigt sind: 








Zuckergehalt am: Zuckergehalt am 

L. VE. 118. VEL. 1. VIII. | 15. VIII. 
K',NP 2... 322 292 | K1,NP  Nals(NH,).SO, 35,6 | 334 
K /g NP +- Ca. 30,4 31,2 K #/, NP N , NH,Cl 18,8 30,8 
K*/,NP-+ Na. 30,0 37,0 K 3/,NP N , NH,NO; 32,2 29,8 
KY,NP+Mg 32,0 35,8 


Bei Verabfolgung des Stickstoffsalzes in verschiedener Form machte 
sich lediglich die Wirkung der Anionen geltend (vgl. oben). 


2. Der EinfluB des Calciums. 

Calcium in Form von kohlensaurem Kalk fiihrt in verstarkten Gaben 
ebenfalls zu einer Erniedrigung des Zuckergehalts, wahrend umgekehrt bei 
Verringerung der Kalkgaben eine Erhéhung des Zuckergehalts zu verzeichnen 
ist. Die Unterschiede zwischen Kalkmangel und KalkiiberschuB gehen z. B. 
sehr deutlich aus folgender Reihe von Bestimmungen von 1932 hervor: 





Zuckergehalt am 


1.VIII.v.* 1.VI.a.** 2. VILL a.'9.VIII.v. 9. VIII.a. 10. VIII.v. 10. VIT.a. 2. IX. v. 5. 1X. v. 


KNPCa, 82,0 41,8 | 406 442 442 486 460 32,0 352 
KNPCa,|| 25,6 19,8 254 | 278 1 $1.4 | 228 27,2 | 26,0 | 27,6 

* vy. = vormittags zwischen 7!/, und 8!/. Uhr. — ** a. = nachmittags zwischen 17 und 
18 Uhr. 


Eine Herabsetzung des Zuckergehalts bei héherem Kalkgehalt des 
Bodens wurde auch von J/jin in zahlreichen Fallen festgestellt. Z/jin erklart 
diesen Befund damit, da® durch die Fallung des tiberschiissigen Calciums in 
der Pflanze ein starker Verbrauch an organischem Material stattfindet, der 
sich in einer Minderung des Zuckergehalts auswirkt. 

Bei Verabfolgung von Calcium in anderer Form, spielt das Anion des 
betreffenden Calciumsalzes eine ausschlaggebende Rolle, wie sich z. B. aus 
den folgenden Bestimmungen von 1932 mit PreBsiaften solcher Pflanzen 
ergibt, die verschiedene Calciumsalze in Héhe von vierfacher UberschuBgabe 
erhalten hatten. 





Ca als: || CaCOz3 | CaSO, CaCl, | CaSiOg 


Zuckergehalt am 18. VIII... - 21.6 8.4 37,4 
ms a a . || 26,0 31.6 10.0 38,4 


In diesem Falle wirkte Calciumchlorid wegen des hohen Chloridgehalts 
besonders erniedrigend auf den Zuckergehalt. Bei verstarkten Chloridgaben 
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kann dagegen vermehrte Kalkdiingung auch dem ChlorideintluB entgegen- 








ali : ; : 
wirken (vgl. hierzu die Bestimmungen von 1934, Tabelle U). 
det = 
Its Labelle I1. 
en Zuckergehalt bei verschiedener Ernahrung 1934. 
Tht 
Zuckergehalt in mg Glucose in 1 cem PreBsaft** 
an Nr. Ernihrung * se = aor sa =i)— 
am Za cola ts vs x 
Ill. te 7 MZ. xi eZ zi 
4 
8 1) KN,3P 33,4 364 32,0 23,6 25,0 | 136 308 182 
2/| KN, P 17,4 | 288 19,2 27,2 | 286 | 27,2 
3 || K1/.N,gP 36,8 37,6 308 - : 
-N.oP 94.8 ¥ -9 
hte 4 KN, 31 248 160 7,2 
5| KN1/,P 238 206 134 - 
6 || KN, 6P 34,2 | 3380 196 12,4 | 21,4 | 27,2 — 
7 || KN, 5P'/, 188 25,0 220 164 194 222 204 4,4 
8 || KN, 5P, 40,6 | 324 30,4 30,2 | 306 | 276 38,0 198 
e! rer? . an ag Qn 
oe 9 || KN, 5PCao 368 | 364 308 / —}—|—)| — : 
se ae a " ‘ ) ‘ ¢ 4 4 € 
si 10 KN, 9 PCa, 198 32,0 22.0 248 240+) 214+ 30.2 194 
B. 11 || K%_N, gPCa, | 28,0+| 198+ 2544 — | — | — 
12) KgN,,PCa, | 19,4+| 20,8+ | 14,2+ _ a 
_ 13 || KN1/,PCa, || 81,2+| 24st; 2301, — | — | — | — 
14 KN, ,PCay 24,0+| 280+) 250 — | — | — 
“- 15 || KN, 5P%,Ca,/ 547/ 116+ 1164 — | — 
16 || KN, gP,Ca, | 32,6+) 32,6+ 25,8 
9 * 
2 
6 * P als Ca(HgPO,4)o, Mg als MgSQ,4, Ca als CaCO; K und N wie jeweils angegeben. 
. Die Ernahrungsformeln beziehen sich nur auf die Mengenverhialtnisse der eigentlichen N&hr- 
und stoffe K, N und P, nicht aber auf die Nebenionen der Nihrsalze. So enthalt die Reihe mit 
K als KNOs; und N als (NH,4)oSO,4 zwar jeweils dieselben Mengen an K und N wie die Reihe 
des mit K als KgSO, und N als NH, NOs, aber z. B. bei Grunddiingung (K Ni 3P) 3,36 mal mehr 
art SO, als die zweite Reihe. Ahnlich verhalt sich der Chloridgehalt der Reihe mit K als KNO, 
iF und N als NH,Cl bei KN, .P zu dem der Reihe mit K als KCl und N als NH,NO, wie 
sin 


3,30: 1, wahrend sich der Nitratgehalt der Reihe mit KNO3 und NaNO, bei KN,..P zu dem 
der der Reihe mit KNO; und NH,NO, wie 1,53:1 verhilt. Entsprechend ist der Sulfat- 
oder Chloridgehalt in den Reihen mit K.SO, bzw. KCl nnd NH, N Og bei Ky Nj 3 P besonders 


des erhoht, in den Reihen mit KNO, und (NH4). S04 bzw. NH, Cl dagegen besonders bei K No ¢ P. 

a Diese Unterschiede im Gehalt der Anionen miissen bei der Auswertung der Tabelle besonders 

; Ss r . , 

? beachtet werden. — ** Die mit + versehenen Werte sind vom 3. VIII. 

Zen 

abe : 2 

Wahrend durch verstarkte Kalkgaben eine betrachtliche Herabsetzung 

des Zuckergehalts hervorgerufen wird, wirkt Calcium als solches im Ver- 
gleich mit Kalium weniger hemmend auf die Zuckerbildung ein. Diese 
SchluBfolgerung ergibt sich daraus, da keine Verminderung des Zucker- 
gehalts eintritt, wenn Calcium als CaSO, in einer Menge verabfolgt wird, die 
dreifacher Kaliumsulfatgabe in der Weise entspricht, da® die verabfolgten 

alt SO,-Mengen in beiden Fallen gleich sind, wie aus folgenden vergleichenden 


Bestimmungen hervorgeht: 
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Zuckergehalt am 


‘31. VII. 1933 28. VIII. 1933 | 28. VIL. 1933 
1 


gh gh | ish 1, VIII. 1934 
St Cee ee ek oe a eae 31,2 27,4 35,0 33,2* 
KNP +K, als K,80, ... 21,4 23,8 20,6 24.4 
KNP-+Ca in Kg Aquiv. als 
RG oe Oe ea ae 37,4 37,6 36,8 28,4 


* Infolge Fehlens eines entsprechenden Wertes fiir KNP ist der vorhandene Vergleichs- 
wert von K !/, NP eingesetzt. 


3. Der EinfluB von Natrium und Magnesium. 


Auch Natrium und Magnesium setzten in stairkeren Gaben den Zucker- 
gehalt des PreBsaftes herab. So ergaben vergleichende Bestimmungen von 
1932 z. B. bei Verabfolgung von NaNO, an Stelle von NH,NO, folgende 
Werte: 





Zuckergehalt am Zuckergehalt am 
5. VIII. | 31. VIII. 5. VIII. | 31. VIII. 
KNP (ohne Na)... | 42,7 | 40,55 | KNP (mit NaNO;) . | 23,0 246 


KN,P (ohne Na)... 20,1 | 21,6 |KN,P (mit NaNO,). | 154 9,9 


Bei Verabfolgung von Na bzw. Mg als Sulfat in einer Menge, die drei- 
facher Kaligabe entsprach, so da wiederum in bezug auf SO, gleiche 
Mengen gegeben wurden wie bei vierfacher Kaliumsulfatgabe, ergab sich 
auch fiir Natrium und Magnesium eine geringere Verminderung des Zucker- 
gehalts fiir Kalium. Die entsprechenden Werte zu den bereits oben mit- 
geteilten Vergleichszahlen fiir Kalium und Calcium waren folgende: 





Zuckergehalt am 


“81. VIL. 1938 | 28. VIII. 1933 | 28. VIII. 1983 1. VIII. 1934 





gh gh 15h gh 
KNP + Na in Kg aquiv. als | 
RS ice caeush Hom. ewe 30,8 22,0 33,6 25,3 
KNP + Mg in Kg Aquiv. als 
MgSO, . eat Soa 30,4 23,8 27,4 31,9 


Nach diesen Ergebnissen scheinen Natrium und Magnesium in bezug 
auf ihren EjinfluB auf die Zuckerbildung zwischen Kalium und Calcium 
zu stehen. 

4. Der EinfluB des Stickstoffs. 


Wie bereits in der letzten Mitteilung ausgefiihrt wurde, ist es nicht 
moéglich, die Wirkung von NH, und NO, streng auseinander zu halten, so 
daB es am zweckma®igsten ist, beide Ionen zusammen unter dem Gesichts- 
punkt der Stickstoffernihrung zu betrachten. Das Verhalten von Stickstoff- 
iiberschuB und Stickstoffmangel war in den einzelnen Jahren nicht immer 
eindeutig, anscheinend kommt es gerade bei steigenden N-Gaben sehr darauf 
an, bis zu welchem Grade die Stickstoffgabe gesteigert wird. In den Ver- 
suchen von 1932 mit einer Steigerung der N-Gabe auf die vierfache Héhe 
der einfachen Gabe waren im Anfang sehr niedrige Zuckerwerte zu ver- 
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zeichnen, spaiterhin nahm dann der Zuckergehalt wieder zu. Bei Stickstoff- 
mangel waren dagegen die Zuckergehaltszahlen fortlaufend verhaltnismaBig 
hoch, wie aus folgender Zusammenstellung hervorgeht: 





Zuckergehalt am 


3. VIII. v. 





$. VII. a. | 11. Viv. | 2%. VILv. | 5.1X. v. 
KNYP. 29,4 38,6 38,7 a 38,8 
Riter> >» « 9 19,8 23,8 17,9 34,8 36,4 


In den Versuchen von 1933 war der Zuckergehalt bei Stickstoffmangel 
durehsehnittlich fast ebenso hoch wie bei Stickstoffiiberschu8 und in beiden 
Fallen wesentlich niedriger als bei einfacher Grunddiingung (vgl. Tabelle 1). 
1934 wurde die Stickstoffgabe bei Stickstoffmangel gegeniiber den ent- 
sprechenden Gaben in den Vorjahren leicht erhéht, bei StickstoffiiberschuB 
dagegen betrachtlich erniedrigt. Die Folge davon war, da Stickstoff- 
iiberschuB nunmehr keinen Riickgang des Zuckergehalts mehr im Vergleich 
mit Grunddiingung aufwies, wahrend Stickstoffmangel noch immer wesent- 
lich niedrigere Werte ergab. Wurde aber bei Stickstoffmangel die Calcium- 
gabe erhéht, so erfuhr auch hier der Zuckerwert eine Angleichung an den 
entsprechenden Wert fiir Grunddiingung, der sogar zum Teil iibertroffen 
wurde (Tabelle IT). 


Nach diesen Ergebnissen mui man unterscheiden zwischen maSigem 
und verstarktem Stickstoffiiberschu8. Im ersteren Falle scheint noch keine 
erhebliche Verminderung des Zuckergehalts gegeniiber einfacher Gabe ein- 
zutreten. Erst bei verstarktem N-Uberschu8 erfahrt der Zuckergehalt eine 
starke Herabsetzung. Mit zunehmendem Alter der Pflanze kann schlieBlich 
ein Anstieg zu normaler Hohe erfolgen. Bei Stickstoffmangel dagegen 
scheint der Zuckergehalt wohl infolge des relativen Kaliiiberschusses sich 
iiberwiegend auf niedriger Héhe zu bewegen. Die Annaherung der Werte 
von N-Mangel an die von Grunddiingung bei Kalkiiberschu8 kann auf eine 
Zuriickdrangung der Kaliaufnahme dureh Kalk zuriickzufiihren sein. Die 
Bestimmungen von 1932 bilden demgegeniiber, im ganzen gesehen, eine 
Ausnahme. Es scheint allerdings, daB der EinfluB8 des Stickstoffs auf den 
Zuckergehalt geringer als der von Kalium und Phosphorsaure ist, so dai 
seine Wirkung weniger klar in Erscheinung tritt. Infolgedessen wird das 
Verhalten der Pflanze bei N-Mangel oder N-UberschuS nicht allein durch 
den Gehalt an Stickstoff, sondern auch zugleich durch das relative Ver- 
haltnis von Kalium und Phosphorsiure mitbestimmt. Dieses Verhaltnis 
kann aber je nach dem Verlauf der Nahrstoffaufnahme verandert werden, 
so daB sich die Pflanze z. B. bei N-Mangel in ihrem Verhalten bald mehr an 
Phosphorsaéureiiberschu8, bald mehr an Kaliiiberschu8 anschlieBen wird, 
und je nachdem wird sich eine verschiedene Wirkung auf den Zuckergehalt 
bemerkbar machen. Die Tatsache, daB nicht allein der Mangel oder Uber- 
schuB eines Nahrstoffs, sondern auch das relative Uberwiegen oder Zuriick- 
treten des einen oder anderen der in das Minimum oder Maximum kommen- 
den iibrigen Nahrstoffe fiir das Verhalten der Pflanze maigebend ist, konnte 
ja auch bereits oben im Hinblick auf den Zuckergehalt bei Kalimangel 
festgestellt werden, bei dem sich die Pflanze, solange nur ein relativer Mangel 
vorliegt, mehr wie bei PhosphatiiberschuB, im Falle des extremen Mangels 
aber mehr wie bei verstarktem StickstoffiiberschuB verhalt. 
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5. Der EinjluB des Phosphats. 


Im Gegensatz zum Stickstoff war der Einflu8 der Phosphorsaure aut 
den Zuckergehalt in allen Untersuchungen wiederum sehr eindeutig. Mit 
steigenden Phosphatgaben erfuhr der Zuckergehalt regelmaBig eine Ei 
héohung, vielfach wurde hier der héchste Wert innerhalb der einzelnen Ver 
suchsreihen iiberhaupt erzielt, mit verminderten Phosphatgaben ging 
dagegen der Zuckergehalt stark zuriick und erreichte meist dieselben niedriger 
Werte wie bei KaliiiberschuB®B oder iibertraf diese noch. Dieses Verhaltni 
von Phosphorséiuremangel : Phosphorsaéureiiberschu8 erfuhr auch im Laut; 
der Entwicklung keine Veriainderung, wie sich z. B. aus tolgender Reih: 
von 1932 ergibt: 





Zuckergehalt am 


3. VILL. v. | 11. VIEL. a. | 17. VIII. v. | 30. VIII. v. 2. IX. v. 5. TX. v 


ENP, . 13,2 13,1 21,6 19.6 18,2 18.9 
ieky 40,6 47,3 36,4 45.0 39,8 34,0 


Weitere Beispiele kOnnen den Bestimmungen von 1933 und 1934 ent 
nommen werden (vgl. Tabelle I und II). Auch in den Vorversuchen von 193] 
hatte Phosphatmangel immer den nfedrigsten Zuckergehalt. 

Bei Veranderungen in der iibrigen Zusammensetzung des Nahrstoti 
gemisches bleibt in der Regel der Zuckergehalt ebenfalls von der Héhe det 
Phosphatgabe abhangig, obwohl sich daneben meist auch der Einflul de: 
iibrigen Ionen bemerkbar macht. So wirkt CalciumiiberschuB auch bei 
Phosphatmangel und PhosphatiiberschuB erniedrigend auf den Zuckergehalt, 
ebenso tritt auch der Einflu8 der Anionen SO, und Cl deutlich in Erscheinung. 
Besonderes Interesse verdient hierbei die Wirkung des Chloridions. Bei 
Verabfolgung gr6Berer Chloridmengen kann auch bei Phosphatiiberschul) 
eine starke Herabsetzung des Zuckergehalts auftreten. So ergaben Be 
stimmungen von 1933 fiir PhosphorséureiiberschuB mit Chlorid einen 
relativ niedrigeren Wert als fiir einfache Grunddiingung, wie sich aus dem 
Vergleich folgender Zahlen ergibt: 





Zuckergehalt am 





N als acim inane ages wate thipeolnedinnrenn 

81. Vil.v. | 15. VID.v. | 28. VIil.v. | 28. Villa 

KNP.... | (NH,).8O, 31,2 — 27,4 35,0 
2) ae NH,Cl 20,4 — 22,0 23,2 
eet ss ss Ca(N Os)o 30,8 — 28,2 31,8 
KNP, ... | (NH,),80, 32.2 28,8 25,2 29.2 
inn <i NH,Cl 12,4 7,6 18,8 12,6 
BMP, ahs x Ca(NOs)o 23,6 30,8 30,0 34,6 


1934 wurde bei Phosphatiiberschu8 mit Chlorid keine so starke Er 
niedrigung des Zuckergehalts beobachtet; dafiir sind die beiden Werte von 
Phosphatmangel mit N als NH,Cl, d.h. also mit starken Chloridgaben 
(Tabelle Il, KNP?#/, mit NH,Cl, Spalte 6 und 8) von Interesse. In einem 


Falle, bei Verabfolgung von Kalium als KN O,, ergab sich der relative hohe 


Wert von 22,2, im anderen, mit Kalium als K,8Q,, der sehr niedrige Wert 
von 4,4. Im ersteren Falle scheinen daher, wie es bei Phosphatmangel de: 


Norm entspricht, nicht viel Cl-Ionen aufgenommen worden zu sein, im 
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zweiten dirfte dagegen doch eine starkere Cl-Aufnahme stattgefunden 
haben. Es scheint, daB SO, hier an Stelle von Phosphat die Cl-Aufnahme 
gefordert hat. Bei Verabfolgung von N als Ammonsulfat und K als Chlorid 
(Spalte 7) war dagegen keine verstarkte Minderung des Zuckergehalts, eher 
eine Erhéhung zu verzeichnen, wobei aber zu beriicksichtigen ist, daB hier 
erheblich geringere Cl-Mengen gegeben sind als bei Verabftolgung von N 
als Ammonchlorid und K als Sulfat. 


6. Der Einflup von Sulfat und Chlorid. 


Der Einflu8 von Sulfat und Chlorid auf den Zuckergehalt ist im vorher- 
gehenden bereits wiederholt behandelt worden, es bleibt im wesentlichen 
nur noch iibrig, die Wirkung beider Ionen mit der von Nitrat und Phosphat 
zu vergleichen. Sulfat steht in seinem Verhalten dem Nitrat am nachsten. 
Im allgemeinen liegen die Werte fiir beide Anionen ziemlich auf gleicher 
Hohe. In einer Reihe von Fallen zeigte Sulfat bei Verabfolgung in maéBigen 
Gaben sogar eine leichte Erhéhung des Zuckergehalts im Vergleich mit 
Nitrat, so daB sich hier ein AnschluB an das Verhalten von Phosphat ergibt. 
Andererseits trat bei verstarkter Sulfatgabe, z. B. in den Versuchen von 1934 
[bei Verabfolgung von N als (NH,),SO,], eine Erniedrigung des Zucker- 
gehalts ein, wenn man die gewonnenen Zablen mit den entsprechenden 
Werten der normalen Reihe mit Kali als Sulfat und N als Nitrat vergleicht, 
die nur etwa den dritten Teil an Sulfat enthalt. DaB die Werte bei Verab- 
folzung von N als NaNO, noch niedriger liegen, diirfte auf eine Natrium- 
wirkung zuriickzufiihren sein. Da auch bei verstarkter Nitratdiingung eine 
Herabsetzung des Zuckergehalts eintritt, !a8t sich auch hieraus auf ein 
ziemlich gleiches Verhalten von Sulfat und Nitrat schlieBen. Chlorid be- 
wirkte in der Regel von allen Anionen die starkste Herabsetzung des Zucker- 
gehalts. Diese Wirkung machte sich meist schon bei geringen Chloridmengen 
bemerkbar, in um so gréBerem AusmaBX} naturgemaB bei verstarkten Gaben. 
Ausnahmen finden sich fast nur bei Phosphatmangel, wo der Zuckergehalt 
schon an und fiir sich sehr niedrig ist, durch Chlorid im allgemeinen jedoch 
keine weitere Erniedrigung, sondern in manchen Fallen sogar eine leichte 
Erhéhung ertahrt. 

Nach diesen Ergebnissen laBt sich der Einflu®B der Anionen auf den 
Zuckergehalt durch die folgende Reihe darstellen: PO,<— SO,< NO, 
< Cl, wobei von links nach rechts der Zuckergehalt in zunehmendem 
Make herabgesetzt wird. Fiir die Kationen gilt in demselben Sinne die 
teihenfolge Ca< Na< K. Die leicht permeierfahigen lonen wirken 
somit am stdrksten erniedrigend auf den Zuckergehalt, wihrend die schwerer 
eindringenden lonen von geringerem EinfluB sind oder sogar den Zucker- 
gehalt erhdhen. 


Ill. Der EinfluB der Tageszeit auf den Zuckergehalt des PreSsaftes. 


Es ist bekannt, daB der Zuckergehalt keme konstante GréBe darstellt, 
sondern mehr oder weniger tageszeitlichen Schwankungen unterworfen ist. 
So haben vor allem russische Forscher festgestellt, daB der Zuckergehalt 
an klaren Tagen im Laufe des Vormittags ansteigt und zwischen 12 und 
17 Uhr ein Maximum erreicht, um dann wieder abzufallen. Das Minimum 
liegt zwischen 4 und 6 Uhr vormittags. Offenbar hangt die Zu- und Ab- 


Biochemische Zeitschrift Band 278. 6 











82 K. Boning u. E. Béning-Seubert: 


nahme des Zuckergehalts eng mit der Assimilation zusammen, die ja eben 
falls am lebhaftesten in den Vormittagsstunden erfolgt und dann nach 
Erreichen eines Maximums wieder schwacher wird. Gleichzeitig setzt die 
Ableitung der gebildeten Assimilate ein, die auch zur Verminderung de- 
Zuckergehalts fiihren mu8. Dem Anstieg der Jéslichen Kohlenhydrate im 
Laufe des Tages entspricht nun, wie Kokin sehr anschaulich zeigen konnte, 
ein entsprechender Riickgang des Wassergehalts der Blatter, der gleichfalls 
um die Mittagsstunden am stiarksten ist, und umgekehrt ist mit der Ver 
minderung des Gehalts an Kohlenhydraten ein Wiederanstieg des Wasse1 
vehalts der Blatter verbunden. Dabei miissen die eintretenden Wasse1 
defizite nicht unbedingt auBerlich sichtbar in Erscheinung treten und 
kénnen trotzdem mehrere Prozente des Frischgewichts betragen. 

Mit dem Zuckergehalt gleichlaufenden Schwankungen ist, wie di 
Untersuchungen von H. Walter und anderen Autoren gezeigt haben, auch 
der osmotische Wert des Zellsaftes unterworfen. Auch hier tritt ein Maximum 
bei den stiéirksten Wasserverlusten in den Mittagsstunden ein, wahrend das 
Minimum entsprechend dem maximalen Wassergehalt und der minimalen 
Zuckerkonzentration in den friihen Morgenstunden erreicht wird. 

Eine Zunahme des osmotischen Wertes in den Nachmittagsstunden mit 
folgendem Riickgang bis zum Minimum in den friihen Morgenstunden konnte 
auch bei unseren eigenen Untersuchungen festgestellt werden. Wir haben 
nun gleichzeitig mit den osmotischen Messungen auch Zuckergehalts 
bestimmungen durchgefiihrt, aus denen hervorgeht, da mit dem Anstieg 
des osmotischen Wertes, von einzelnen Abweichungen abgesehen, eine 
entsprechende Zunahme des Zuckergehalts parallel geht und da mit dem 
Abfall des osmotischen Wertes auch im allgemeinen ein Riickgang des 
Zuckergehalts verbunden ist, wie man deutlich aus den ohne Riicksicht aut 
die Ernaihrung berechneten Durchschnittszahlen der zu verschiedenen 
Tageszeiten vorgenommenen Bestimmungen von 1933 erkennen kann (vgl. 
Tabelle I). 

Es fragt sich nun, wie man diese Verhaltnisse zu deuten hat. Wenn 
man dem Zucker einen erheblichen EinfluB auf die Héhe des osmotischen 
Wertes zuschreibt, so wird man den Anstieg ohne weiteres mit der Erhéhung 
der Zuckerkonzentration in Verbindung bringen. Beriicksichtigt man jedoch, 
daB mit steigenden Wasserdefiziten auch die im Zellsaft gelésten Salze eine 
Konzentrationserhéhung erfahren und daB nach unseren Untersuchungen 
den Mineralsalzen bei den Veranderungen des osmotischen Wertes ebenfalls 
eine groBe Bedeutung zukommt, so wird man im Zweifel sein, ob Ver 
anderungen im Zuckergehalt tatsachlich die ausschlaggebende Rolle bei 
der Ausbildung tageszeitlicher Schwankungen des osmotischen Wertes 
spielen. Insbesondere ware von Interesse, festzustellen, ob der Zucker- 
gehalt unter Beriicksichtigung des Wasserdefizits tatsachlich eine Zunahme 
erfahrt. Nun sind die in der Literatur enthaltenen Angaben iiber die Ver- 
anderungen des Zuckergehalts meist auf das Trockengewicht berechnet, 
aber da das Verhaltnis von Trocken- und Frischgewicht je nach den Schwan 
kungen des Wassergehalts selbst Anderungen unterworfen ist, kann dieser 
Berechnung auch keine absolute Bedeutung zukommen. Wir haben bei 
unseren Bestimmungen einen anderen Weg gewahlit, um der Beantwortung 
obiger Frage niherzukommen, indem wir Parallelproben fiir die Mittag- und 
Abendbestimmung entnahmen und vor der PreBsaftgewinnung die Blatter 
durch einstiindiges Eintauchen mit der Schnittflache in Leitungswasser 
soviel Wasser aufnehmen lieBen, daB die volle Turgeszenz, wie sie in den 
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Morgenstunden vorhanden ist, wieder erreicht wurde!. Dabei ergab es sich, 
daB im Durehschnitt keine Erhéhung des Zuckergehalts gegeniiber der 
Konzentration vom friihen Vormittag eingetreten war, sondern eher eine 
Verringerung. Man kann diesen Befund so deuten, da®B ein Teil des Zuckers 
durch Diffusion in das Wasser verloren gegangen ist, mithin eine eigentliche 
Verringerung nicht stattgefunden hat; man kann aber auch den SchluB 
ziehen, daB infolge zunehmender Konzentration des Zellsaftes mit steigendem 
Wasserdefizit eine verstarkte Ableitung von léslichen Kohlenhydraten 
stattgefunden hat. Auch die letztere Annahme ware verstandlich, wenn 
man beriicksichtigt, da der durch die Erhéhung der Konzentration be- 
wirkte Anstieg des osmotischen Wertes leicht schadliche Folgen fiir den 
Plasmazustand haben und am einfachsten durch die Abgabe von Zucker 
reguliert werden kann. 


IV. Zusammenfassung der Ergebnisse und Schlubfolgerungen. 

Die Bestimmungen des Zuckergehaltes in PreBsaften verschieden 
ernahrter Tabakpflanzen haben ergeben, daB die Werte unter Be- 
ricksichtigung extremer Bedingungen zwischen 10 und 50 mg, im Durch- 
schnitt jedoch meistens zwischen 20 und 40 mg Gesamtzucker, be- 
rechnet als Glucose, auf 1 ccm PreBsaft schwanken. Werte unter 10 oder 
ber 50 mg kommen nur ganz selten vor, so daB sie kaum beriicksichtigt 
zu werden brauchen. Der PreBsaft aus Tabakblattern stellt demnach, 
da die Inversion den Prozentgehalt nur unbedeutend verandert, eine im 
Durchschnitt 2 bis 4°%,ige Zuckerlésung dar. 

Unter dem EinfluB der verschiedenen Mineralsalzernahrung kénnen 
nun erhebliche Schwankungen innerhalb der obengenannten Grenzen 
verursacht werden. Von den Hauptnahrstoffen ist am deutlichsten der 
EinfluB von Kalium und Phosphorséure festzustellen. Mit steigendem 
Kali- und sinkendem Phosphorséuregehalt der Nahrlésung wird der 
Zuckergehalt des PreBsaftes erniedrigt, waihrend er mit steigendem 
Phosphorsaéure- und fallendem Kaligehalt eine Zunahme erfahrt. Bei 
extremem Kalimangel ist mitunter wieder ein Riickgang des Zucker- 
gehaltes zu verzeichnen. Hier liegen besondere Verhaltnisse vor, auf 
deren Erklarung wir noch weiter unten zu sprechen kommen. In bezug 
auf den EinfluB der Stickstoffdiingung sind die Beziehungen nicht ganz 
klar. Bei Stickstoffiiberschu8 muB ein Unterschied zwischen mabigen 
und starken UberschuBgaben gemacht werden. Verstarkter Uberschub 
wirkt, mindestens wahrend der Jugendentwicklung, erniedrigend auf 
den Zuckergehalt ein, waihrend maBiger UberschuB, wenigstens in 
spateren Entwicklungsstadien, keinen Riickgang des Zuckergehalts 


' Wurden die Bkitter lediglich in eine feuchte Kammer (mit ange- 
feuchtetem Filtrierpapier ausgeschlagene Glasschale) verbracht, so war die 
volle Turgeszenz nach mehreren Stunden noch nicht hergestellt. Es muBte 
daher das obige Verfahren trotz der bestehenden Bedenken angewendet 


werden. 


6* 














84 K. Boning u. E. Boning-Seubert: 

verursacht. Stickstoffmangel hatte in der Mehrzahl der Falle gleichfalls 
eine Verminderung des Zuckergehalts zur Folge, allerdings traten mit 
unter auch héhere Werte auf. Wenn wir diese scheinbaren Wide: 
spriiche erklaren wollen, miissen wir annehmen, daB UberschuB und 
Mangel keine in jedem einzelnen Falle eindeutig feststehenden Begriffe 
sind, sondern sich durch eine gewisse Labilitat auszeichnen, die sich 
aus den gegenseitigen Beziehungen der einzelnen Ernaihrungsformen 
zueinander ergibt. So diirfte z. B. StickstoffiiberschuB in seinem Ver- 
halten bald mehr nach Kalimangel, bald mehr nach Phosphor- 
siuremangel hin orientiert sein und ebenso Stickstoffmangel entwede1 
bald mehr nach KaliiiberschuB oder bald mehr nach Phosphorsaure- 
iiberschuB. MaBgebend dafiir, nach welcher Seite hin mehr Uber- 
einstimmung besteht, scheint die sonstige Zusammensetzung des Nahr- 
stoffgemisches zu sein, in welcher schon geringe Schwankungen zu 
Verlagerungen nach der einen oder anderen Seite hin Veranlassung geben 
koénnen, und ferner der Entwicklungszustand der Pflanze, der selbst 
wiederum die Nahrstoffaufnahme in bestimmter Weise beeinfluBt und 
damit zu Veranderungen im Verhalten fiihren kann. Eine Bestatigung 
fiir diese Anschauung bildet auch das doppelte Verhalten von Kalimangel, 
das bei relativem Mangel sich eng an PhosphorsaureiiberschuB an- 
schlieBt, wihrend es bei extremem Mangel sich verstarktem N-Uber- 
schuB nahert. 

In unserem in der letzten Mitteilung naiher beschriebenen Schema 
der Nahrstoffbezicehungen gehéren nach den vorstehenden Unter- 
suchungen jedenfalls K + und P — mit geringem Zuckergehalt auf der 
einen, P + und K mit héherem Zuckergehalt auf der anderen Seite 
eng zusammen, wahrend N + sich bei verstarktem UberschuB und in 
der Jugend mehr der zuckerarmen, bei maBigem UberschuB und bei fort- 
geschrittener Entwicklung dagegen mehr der zuckerreichen Gruppe an- 
schlieBt. N diirfte dagegen trotz gelegentlicher Abweichungen vor- 
nehmlich der zuckerarmen Gruppe zuzurechnen sein. Nach diesem 
Verhalten kénnen wir im Jugendstadium mit Einschrankung von einer 
Abhangigkeit des Zuckergehalts vom Phosphorsdurefaktor, mit  fort- 
schreitender Entwicklung jedoch von einer Trennung in zwei Gruppen 
nach dem Kalifaktor sprechen. 

Diese Abhangigkeit des Zuckergehalts vom Phosphorsaure- bzw. 
Kaligehalt der Nahrlésung stimmt ganz auffallig mit dem Verhalten des 
osmotischen Wertes tberein, nur mit dem Unterschied, dab die Gruppe 
mit dem hohen osmotischen Wert einen geringen Zuckergehalt, die 
Gruppe mit dem niedrigen osmotischen Wert dagegen einen hohen 
Zuckergehalt aufweist. Osmotischer Wert und Zuckergehalt stehen 
demnach, soweit die in unserem Schema behandelten Ernahrungsformen 
in Betracht kommen, genau im umgekehrten Verhaltnis. Da aber die 
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Erhéhung des osmotischen Wertes in der Regel durch einen héheren 


Salzgehalt des PreBsaftes mitbedingt wird, kénnen wir die obige Be- 
ziehung auch so ausdriicken: 

Hoher Gehalt an Mineralsalzionen erniedrigt und niedriger Gehalt 
an Mineralsalzionen erhéht den Zuckergehalt des Prefsaftes. 

Es ist in diesem Zusammenhange die Frage zu behandeln, welchen 
Anteil am osmotischen Wert der Zuckergehalt des Zellsaftes iiberhaupt 
hat. Wir kénnen diese Frage nur annaherungsweise beantworten, da wir 
Mono- und Disaccharide nicht getrennt, sondern nur den Gesamtzucker 
nach der Inversion bestimmt haben. Trotzdem kénnen wir die Grenzen 
angeben, in denen sich der Anteil der Zucker am osmotischen Wert der 
PreBsifte bewegt. 


Tabelle II. Zuckergehalt und osmotischer Wert nach den 
Bestimmungen von 1934. 





Osmotischer Wert des | USmotischer Wert des Anteil des Zuckers als 


; d PreBsaftes in Atm Zuckergehalts als Glucose am osmotischen 
Nr. Ernihrung * Glucose in Atm. ** Wert in %%/,*** 


KNO, KoSO, KCl | KNO; KoSO, KCl KNO; K,SO, KCI 


1 | KN, 5P 9,64 867 9,15 4,85 5,28 4,70 50 G61 SI 

2 K',N,3P 10,00 9,03 8,67/ 2,65 4,23 2,90 27 47% 33 
8 K%)Ni5P 8,55 9,39 9,15 535 545 4,50 63- | 58- | 49- 
4) KN, 4P 11,08 9,88 10,48 3,70 2.45 1,20 38° 25* | 11+ 
5 KN1,P 9,64 9,88 10,12 3,55 3,10 210 37 | 31 | 21 

9 KNo¢P 9,15 9,76 10,12 5,00 4,80 2.95 55 49 | 29 
7 || KN, PM 9,64 9,64 10,60 2,85 3,70 3,28 30+ 38* | 31 
8 KN, Py 843 9,76 8,79) 587 4,75 446 70- 49° | BI” 
9 KN, PCa, 9,64 8,55 9,39 5,35 5,28 4,50 56- 62- 48 
10 KN, .PCa, 8,67 9,39 9,39 3,00 4,70 328 35° 50° 35 


11 K1,N,gPCa, 843 9,03 10,00 4,15 3,00 3,75 49 32 | 38 
12 K,N, PCa, 10,60 10,96 11,08 2.95 3,25 220 28 | 30 | 20 
13 KN; PCa, 11,44) 10,00 10,12) 4,55 3,70 345 40 37 | 34 


14 KNy,PCa, 8,91 9,76 10,24) 3,55 345 3,70 40 | 35 | 36 
15 | KN, gP%Cag 8,43) 9,27 10,72 0,90 1,85 185 11 20 | 17 
16 KN, 3PyCa, 8,55) 7,85 819 4,75 4,75 3,80 56 65 | 46 


*N als NH,NOs;, P als Ca(H. PO 4)2, Mg als MgSO,, Ca als CaCO,3: K wie jeweils 
angegeben. 
** Vergl. hierzu die Angaben in mg Glucose in 1 cem Prelisaft von Tabelle II. 
*** Die +- und —--Zeichen beziehen sich auf die Pufferung der Prefisifte. Es bedeutet + 
starke, — schwache Pufferung zwischen py 3,0 und 6,0. 


Dabei erhalten wir die Grenzwerte nach oben, wenn wir samtliche 
Zucker als Glucose in Atm. umrechnen, wahrend sich die Werte auf etwa die 
Halfte des Glucosewertes erniedrigen, wenn wir die Berechnung auf Rohr- 
zucker vornehmen. Wir haben nun fiir eine Anzahl der Zuckerbestimmungen 
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von 1934, die in Tabelle Il enthalten sind, die betreffenden Werte in Atm. 
auf Glucose bezogen umgerechnet und mit den gleichzeitig ermittelter 
osmotischen Werten des PreBsaftes in Beziehung gesetzt. Die Berechnung 
der Zuckerwerte in Atm. erfolgte nach der von Steimer fiir reine Glucose 
l6sungen experimentell bestimmten Umrechnungstabelle bzw. nach eine: 
entsprechenden Kurve fiir den in Frage kommenden Bereich. Die so ge 
wonnenen Werte sind zusammen mit den zugehérigen osmotischen Werten 
des PreBsattes sowie mit den in Prozenten ausgedriickten Anteilzahlen de 
Zuckergehalts am osmotischen Wert des PreBsaftes in Tabelle III zu 
sammengestellt. AuBerdem sind noch Angaben iiber die Pufferung de: 
PreBsatte beigefiigt. 

Nach den vorliegenden Ergebnissen schwankt der Anteil des Zuckers 
am osmotischen Wert des PreBsaftes verschieden ernahrter Pflanzen in 
weiten Grenzen von 20 bis tiber 60°. Wenn diese Anteilzahlen auch 
durchsechnittlich héher sind, als sie den tatsaéchlichen Verhaltnissen 
entsprechen, so lassen sie sich doch gut vergleichsweise auswerten. Wi: 
kénnen jedenfalls in den vorstehenden Zahlen, bei denen, da es sich 
um lauter Einzelwerte handelt, zufallige Abweichungen von der Norm 
nicht zu verwundern sind, die auffallige Tatsache bestatigt finden, dali 
vielfach PreBsafte mit hohem osmotischen Wert nicht, wie man zuerst 
erwarten sollte, einen hohen sondern im Gegenteil einen niedrigen 
Zuckeranteil und umgekehrt gerade bei niedrigem osmotischen Wert 
einen hohen Zuckeranteil aufweisen. 

Das ist zum mindesten in bezug auf KalitiberschuB im Vergleich 
mit Kalimangel (K'/,N P) und von Phosphorsiuremangel im Vergleich 
mit PhosphorsaéuretiberschuB der Fall, gilt aber auch fiir maBigen N- 
UberschuB im Vergleich mit N-Mangel, den wir als relativen Kali- 
iiberschuB auffassen diirfen. Die obige allgemeine Fassung gilt noch 
weiter fiir das Verhalten von Chlorid im Vergleich mit Sulfat und Nitrat, 
denn durch Chlorid wird im Vergleich mit den anderen Anionen eine 
starkere Erhéhung des osmotischen Wertes hervorgerufen, dadurch, 
daB auch im PreBsaft eine Anhaiufung von Chloridionen entsteht, 
wahrend Sulfat viel weniger in die Zelle geht und Phosphat und Nitrat 
nach Einbeziehung in den Stoffwechsel osmotisch weniger wirksam 
werden. Infolge eines gréBeren Anteils an Chloridionen wird aber eben- 
falls der Zuckergehalt herabgesetzt. 


Im wesentlichen wurden bis jetzt zwei Abweichungen beobachtet, 
in denen der Zuckergehalt trotz niedrigem osmotischen Wert keine 
Erhéhung sondern im Gegenteil ebenfalls einen Riickgang erfahrt. Der 
eine und wichtigste Fall ist bei KalkiiberschuB zu verzeichnen. Dieses 
Verhalten dirfte wahrscheinlich damit zusammenhangen, daB durch 
verstarkte Kalkgabe die Produktion von organischen Sauren, wie z. B. 
Oxalsaure, sehr begiinstigt wird, wie u. a. auch aus den Pufferungskurven 
der PreBsafte hervorgeht. Dadurch wird zweifellos ein groBer Teil des 
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gebildeten Zuckers fiir die Saurebildung verbraucht, ohne daB die meist 


unléslichen Calciumsalze der organischen Saéuren eine Erhéhung des 
osmotischen Wertes bewirken kénnen. In ahnlicher Weise diirfte auch 
die zweite Ausnahme von der oben aufgestellten allgemeinen Beziehung 
zu erklaren sein, der relativ niedrige Zuckergehalt bei extremem Kali- 
mangel. Hier tritt an Stelle eines Cberschusses an Calciumionen eine 
einseitige Anhaufung von N H,-lonen, bzw. von NH,-Molekiilen. Diese 
zwingt den Stoffwechsel zur Entgiftung des Ammoniakiiberschusses 
durch vermehrte Bildung von Asparagin. Auch hierzu miissen die ge- 
bildeten Kohlenhydrate in verstirktem MaBe herangezogen werden, 
so daB eine Verminderung des Zuckergehalts erklarlich erscheint. 

Der obige Satz liefert aber zugleich eine Bestatigung fiir unsere 
schon friiher ausgesprochene Hypothese, daB der osmotische Wert des 
Zellsaftes eine GréBe ist, die von jeder Pflanzenart in bestimmten Grenzen 
konstant gehalten wird. Denn die obige Beziehung laBt sich zwanglos 
in der Weise deuten, daB im Zellsaft der Pflanze ein Gleichgewicht 
zwischen dem Gehalt an Mineralsalzionen und Zuckern herrschen muB, 
wir miissen aber diese Beziehung unter EinschluB der beiden wichtigen 
Ausnahmen des obigen Satzes noch dahin erweitern, daB wir auch die 
iibrigen osmotisch witksamen Stoffe mit einbeziehen. Wir kommen 
somit zu folgender Fassung. 

Der in gewissen Grenzen konstante osmotische Wert des Zellsaftes ist 
der Ausdruck eines zwischen den Mineralsalzionen einerseits und den 
osmotisch wirksamen organischen Stoffen anderseits herrschenden Gleich- 
geurchts, von denen die ersteren die aktivierende, die letzteren die requ- 
lierende und ausbalanzierende Rolle spielen. 

Unter den regulierenden Stoffen sind die Zuckerarten von groer 
Bedeutung; es ist aber klar, daB hier simtliche osmotisch wirksamen 
organischen Substanzen mitwirken. Das wird insbesondere dann deut- 
lich, wenn der Zuckergehalt trotz niedrigen osmotischen Wertes gering 
bleibt und organische Sauren wie im Falle von KalktiberschuB oder 
Kalimangel die regulierende Rolle des Zuckers tibernehmen. In diesen 
beiden Fallen tritt aber nur die Rolle der organischen Séuren besonders 
hervor, tatsachlich diirften sie in jedem Falle die Héhe des osmotischen 
Wertes wesentlich mitbestimmen. 

Nun haben wir schon friiher als zusammenfassendes Ergebnis der 
Untersuchungen (vgl. 8S. 81) festgestellt, daB die leicht permeierfahigen 
lonen am starksten erniedrigend auf den Zuckergehalt wirken, wahrend 
die schwerer eindringenden Ionen von geringem EinfluB sind oder sogar 
den Zuckergehalt erhGdhen. Der Zuckergehalt verhalt sich demnach 
gemaB den fiir die Aufnahme der Anionen und Kationen geltenden 
lyotropen Reihen mit der MaBgabe, daB Mineralsalzaufnahme und 














88 K. Béning u. E. Boning-Seubert. 


Zuckerbildung im entgegengesetzten Sinne verlaufen. Wir kénnen nun 

diese Beziehung wiederum in allgemeinerer Fassung auch so ausdriicken : 
Die Bildung der osmotisch wirksamen organischen Substanzen des 

Zellsaftes erfolgt im Gleichgewicht mit der Ndhrsalzaufnahme. 

Dieser Satz besagt in knapperer Fassung offenbar das gleiche wie 
die vorstehende Formulierung. 

In diesen Satz kénnen wir auch das Ergebnis unserer Untersuchungen 
iiber die tageszeitlichen Schwankungen des Zuckergehalts vorerst mit 
Vorbehalt mit einschlieben. Durch eintretende Wasserdefizite erfahrt zwai 
neben der Konzentration der Mineralsalze auch die Konzentration des 
Zuckers eine Erhéhung, aber verglichen mit der im urspriinglich wasser- 
gesiittigten Zustande vorhandenen Zuckermenge ist der Zuckergehalt eher 
zurickgegangen. Allerdings ist dieses Ergebnis bisher noch nicht geniigend 
sicher. Falls es sich bestatigen sollte, kGnnen wir diesen Befund dahin er 
klaren, daB infolge der Konzentrationserhéhung eine vermehrte Ableitung 
von Kohlenhydraten erfolgt, damit der osmotische Druck nicht auf einen 
kritischen Wert ansteigt. Dies wiirde besagen, daB auch in diesem Falle 
den léslichen Kohlenhydraten bzw. den osmotisch wirksamen organischen 
Stoffen tiberhaupt eine regulierende Rolle bei der Erhaltung eines be- 
stimmten osmotischen Wertes im Zellsaft im Wechselspiel mit den Mineral- 
salzen zukommt. 
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Studien iiber die Blutglykolyse. 


Il. Mitteilung: 
Glykolyse und Verteilung der Phosphatverbindungen. 
Von 
Sergius Morgulis und John D. Munsell. 
Unter technischer Mitwirkung von I. Bercoviei. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des College of Medicine, University 
of Nebraska, Omaha, USA.) 
(Eingegangen am 27. Marz 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Das _ hervorragendste Ergebnis der Kohlenhydratstoffwechsel- 
forschung besonders des letzten Jahrzehnts war die Entdeckung einer 
innigen Beziehung von Hexose- und Phosphat-Molekiilen, die sich in 
einer ganzen Reihe gleichzeitiger Umbildungen in einem regelmabigen, 
obwohl sehr komplizierten Reaktionssystem auBert. In der Hefegarung, 
Muskelaktivitat oder Blutglykolyse zeichnet sich dieses System durch 
merkwiirdige Ahnlichkeiten aus. In den letzten Jahren sind viele von 
diesen Phosphor-estern bekannt geworden, insbesondere auch ihre 
Beziehungen zur Muskelphysiologie und der Alkoholgarung. Lawaczek (8) 
hat zuerst die Fahigkeit der Blutzellen erkannt, organische Phosphor- 
ester auf- und abzubauen. 1925 hat der eine von uns (12) mitgeteilt, 
daB der anorganische Phosphorgehalt des glykolysierenden Blutes 
wahrend der ersten Phasen sich kaum veranderte, und er lehnte infolge- 
dessen die Annahme einer Phosphorylierung der Hexose ab. Die Er- 
kenntnis der intermediaren Vorgange der Glykolyse ist seitdem erweitert 
worden, so daB heute ein unverandertes Phosphatniveau als Zeichen 
balancierter und aufeinanderfolgender, hydrolytischer und synthe- 
tischer Reaktionen angesehen werden mubB. 

Obwohl die Rolle der Phosphate fiir die Chemie der Muskeltatigkeit 
oder der Alkoholgérung vielfach untersucht worden ist, sind die glyko- 
lytischen Vorgdnge im Blute noch verhaltnismaBig wenig erforscht. In 
dieser Studie haben wir uns mit den Veranderungen der Phosphat-ester 
von Blut verschiedener glykolytischer Kraft, sowie mit den Ver- 
anderungen, die von der Glykolyse unabhangig sind, beschaftigt. Das 
Vorkommen einer schnellen Anhaufung von anorganischem Phosphor 
mag entweder aus einem iiberschiissigen Abbau von Phosphatestern oder 
einem verminderten Aufbau derselben herriihren. Jedenfalls ist Pyro- 
phosphat eine Fraktion des séureléslichen Phosphors im Blute, die leicht 
zerfallt und sich wieder aufbaut. Engelhardt (3) konnte zeigen, daB der 
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Zerfall unter anaeroben Bedingungen beschleunigt ist, wahrend zw 
Resynthese ein aktiver Atmungsmechanismus notwendig ist; offenbar 
braucht die Resynthese oxydative Energie. Nach unseren Erfahrungen 
iiber die Wirkung der Glykolyse auf die Resynthese scheint es, daB dic 
Oxydation von Glucose oder ihrer Abbauprodukte die Quelle diese: 
Energie sein mubBb. Runnstrém u.a. (18) haben gefunden, daB bei An 
wesenheit von Methylenblau anorganische Phosphorséiure im hamo. 
lysierten Blute verschwindet und verestert wird, wenn man zum System 
Coenzyme gibt. Diese Synthese ist gleichfalls von einem oxydativen 
Mechanismus abhangig und ist tatsachlich mit einer Sauerstoffzehrung 
verbunden. Engelhardt hat schon darauf hingewiesen, daB Pyrophosphat 
als Atmungscoenzym fungiert, und die Runnstrémschen Versuche 
bestatigen die Ansicht eines Oxydationsmechanismus der Pyrophosphat 
bildung. Im hamolysierten Blute verschwindet das Pyrophosphat 
schnell und vollkommen. Das Produkt der Blutglykolyse, die Milchséure, 
verschwindet eben unter anaeroben Bedingungen nicht, doch beein- 
fluBt die Atmungsfunktion der Blutzellen ihre glykolytische Aktivitat 
wahrscheinlich durch eine reversible oxydative Inaktivierung des glyko- 
lvtischen Ferments, wie Lipmann (9) mitgeteilt hat. Es ist bekannt. 
da man die Blutglykolyse stark unterdriicken kann durch Stimulieren 
der Blutatmung mittels Methylenblau, ebenso wie man ein nicht- 
glykolysierendes Vogelblut durch Cyanvergiftung seiner Atmung zu 
starker Glykolyse veranlassen kann. Embden u. a. (2) zeigten jiingst, 
daB bei der Muskelglykolyse Milchsaure als ein Produkt der Reduktion 
von Brenztraubenséure durch Glycerinphosphorsaure entsteht. Die 
Brenztraubensdéure entsteht durch Dephosphorylierung der Phospho- 
glycerinsaure und ist die wesentliche intermediare Substanz der Stoff- 
umwandlung bei der Muskelglykolyse nach Meyerhof und Kiessling (11), 
sie wird nach Neuberg und Kobel (12) von Hefe abgebaut und direkt 
vergoren. Ob dies auch fiir die Blutglykolyse zutrifft, ist nicht genau 
bestimmt, doch ist es bedeutungsvoll, daB die Di-phosphoglycerinsaure, 
eine der allerersten untersuchten Ester-siuren, aus den Blutzellen 
isoliert wurde. Ferner macht dieser Ester die groBte Fraktion (bis 80%) 
des siureléslichen Phosphors des Blutes aus. Es scheint also, daB der 
Mechanismus der Blutglykolyse in seinen wesentlichen Ziigen dem 
Mechanismus der Muskelglykolyse oder der Alkoholgarung nahe ver- 


wandt ist. 


Phosphatverteilung und das glykolytische Vermégen des Blutes. 

Da die verschiedenen Blutarten verschieden stark glykolysieren, 
untersuchten wir zuerst die Frage, ob die Phosphorstruktur und das 
glykolytische Vermégen der Blutzellen miteinander zusammenhangen. 
Sowohl die Glykolyse als die Fahigkeit, Phosphorsaureester zu bilden, 
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kommt ausschlieBlich den Zellelementen zu. Diese Ester sind ein 
wichtiger Teil der chemischen Zellstruktur, fiir welche die Zellwand 
ganzlich undurchlassig ist. Das Blut wurde immer méglichst rasch ver- 
arbeitet. Wenn man iber fr:sches Schlachthausblut verfiigte, wurde es 
direkt nach der Entnahme in einer reinen sterilen Flasche gesammelt und 
mit Glasperlen defibriniert. Es wurde sofort auf Eis gestellt und 
schnellstens ins Laboratorium gebracht. Meistens wurde das Blut schon 
innerhalb zwei Stunden verarbeitet. Eine Probe wurde gewéhnlich vier 
Stunden bei 37° inkubiert. Den Zucker vor und nach der Inkubation be- 
stimmten wir nach Fujitas Modifikation der Hagedorn-Jensen-Methode (5), 
und der relative Zuckerverlust diente als MaB der Glykolyse. Die Phos- 
phorbestimmungen wurden nach Kuttner (7) im Blutextrakt durch- 
gefiihrt. Dieser wurde durch Verdiinnen des Blutes mit drei Volumen 
Wasser und EnteiweiBung mit einem Volumen 40 % iger Trichloressigsiure 
bereitet. Der Niederschlag wurde schnell abzentrifugiert und der saure 
Extrakt filtriert. Alle Behandlungen wurden so schnell wie méglich 
durchgefiihrt. Der anorganische Phosphor wurde direkt im Filtrat 
ermittelt. Zur Pyrophosphatbestimmung wurde ein aliquoter Teil des 
Filtrats in ein ausgezogenes Pyrex-Probierglas abgemessen und mit 
dem gleichen Volumen 2nH,SO, vermischt. Das Probierglas wurde 
in einer Flamme zugeschmolzen und in ein kochendes Wasserbad 
eingestellt. Die Hydrolyse bei Siedetemperatur dauerte 7 Minuten, 
die Proben wurden dann sofort in Eis gektthlt. Zur Hydrolyse soll H,S Oy, 
nicht aber HCl verwendet werden, da die kolorimetrische Phosphor- 
bestimmung sehr von dem Salzgehalt, besonders von Chloriden, be- 
eintrachtigt wird. Munsell (14) zeigte, daB die Sulfate in nicht zu hoher 
Konzentration keinen EinfluB ausiiben. Zur Berechnung der Adenosin- 
triphosphatfraktion wurde der anorganische Phosphor von dem nach der 
Hydrolyse vorhandenen Phosphor subtrahiert und dieser Wert mit */, 
multipliziert. Zur Bestimmung des saéureléslichen Phosphors des Filtrats 
wurde 1,0 cem mit 1 com 10nH,SO, iiber Nacht bei 110° digeriert und 
am nachsten Tage unter Zusatz von Perhydrol verascht. Wenn man 
die Bestimmung auf diese Weise durchfiihrt, vermeidet man irgend- 
welche Verluste bei der Veraschung. Die Phosphor-ester-fraktion, deren 
Bariumverbindungen léslich sind, wurde nach der Methode von Cort und 
Cori (1) ermittelt. Diese Fraktion enthalt das Hexose-mono-phosphat. 
Diese Fraktion der léslichen Bariumsalze wollen wir kurz als ,,Hexose- 
phosphat* bezeichnen. Ein aliquoter Teil des sauren Extraktes wird bis 
zur scharfen Rosafirbung (ein Tropfen 0,25° Phenolphthalein) mit 
trockenem Ba(OH), neutralisiert. Man laBt den Niederschlag sich tiber 
Nacht absetzen und zentrifugiert. Der Monophosphat-ester verbleibt 
meistens in der Lésung. Man zerlegt den Niederschlag mit wenig ver- 
diinnter H,SO, und zentrifugiert das BaSO, ab. Die iiberstehende 
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Flissigkeit wird nochmals mit trockenem Ba (OH), behandelt und 
zentrifugiert. Man vermengt die beiden Zentrifugate, die von Barium. 
salzen befreit worden sind und fiigt dazu so viel 95°, igen Alkohol 
mit 3cem NH,OH im Liter hinzu, daB ein 80°, iges Gemisch entsteht 
Nun JaBt man den flockigen Niederschlag von Hexosemono-phosphat 
sich 2 Stunden im Eisschrank absetzen, dekantiert so weit wie méglich 
die uberstehende Flissigkeit und zentrifugiert endlich den Niederschlag 
scharf ab. Der Niederschlag soll ungefahr 30 Minuten im Vakuum iiber 
H, SO, trocknen. Man lést den Niederschlag in einigen ccm n/10 HC! 
und bestimmt den Phosphor wie gewéhnlich nach der Verbrennung mit 
H,SO,—H,0,. Da bei diesem Verfahren ungefaihr 7°% des Esters 
verloren geht, kann man die totale Menge nach einer entsprechenden 
Korrektur berechnen. Der gréBte Anteil des saéureléslichen Phosphors 
des Blutes gehért zur unbestimmten Fraktion. Nach Roche (17) ist kein 
Phosphokreatin im Blute vorhanden. Nach unseren Analysen an sechs 
Proben Pferdeblut macht die unbestimmte Fraktion 80° (78 bis 83 °%) 
des ganzen Phosphors aus, und dieser Wert stimmt vollkommen mit 
Josts (6) Angaben tiber den Diphosphoglycerinsiuregehalt iiberein. 
In den anderen Blutarten war diese Fraktion bedeutend kleiner (55 bis 
65% des ganzen saureléslichen Phosphors). Nur im Menschenblut_be- 
rechnet sich diese Fraktion auf 40°. Diese Werte sind aber nicht von 
uns festgestellt, sondern sind der Literatur (10) entnommen. Die Uber- 
einstimmung unserer eigenen Ergebnisse mit den analytischen Befunden 
von Jost berechtigt vielleicht zur Annahme, da die unbestimmte Phos- 
phorfraktion mit der Diphosphoglycerinsaiure identisch ist. 

Insofern als die relative glykolytische Aktivitaét verschiedener Blut- 
arten bekannt ist, verzichteten wir zuerst darauf, die Glykolyse jeder 
Blutprobe zu bestimmen. Das ist besonders zu bedauern, da wir in der 
ersten Versuchsreihe keine Werte fiir die Glykolyse des Schweineblutes 
besitzen. Viele Forscher sind der Meinung, daB Schweineblut gar nicht 
glykolysiert, und wir selbst hatten diese Meinung akzeptiert. Wir haben 
gelegentlich die Glykolyse von Schweineblut untersucht und sie ver- 
miBt. Es schien uns unnétig, Bestimmungen durchzufiihren, bei denen 
man von vornherein negative Resultate zu finden glaubte. Doch fanden 
wir in spateren und viel ausgedehnteren Versuchen, daB die allgemeine 
Meinung nur in eingeschranktem Sinne richtig ist. Wir iiberzeugten uns, 
daB nur ungefaihr 60°, der untersuchten Schweineblutproben wirklich 
nicht glykolysefahig waren. Dagegen offenbarten die anderen 40°, 
gelegentlich ziemlich starke Glykolyse. 

In der ersten Tabelle sind verschiedene Blutarten nach absteigender 
glykolytischer Aktivitét geordnet. Betrachtet man die Ergebnisse, so 
fallt es auf, daB die Unterschiede in der Glykolyse mit den Unterschieden 
der Phosphatstruktur gar nicht im Einklang stehen. Kaninchenblut und 
Schweineblut, denen man entgegengesetzte Glykolysefahigkeit zuschreiben 
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und Tabelle I. Verteilung des saureléslichen Phosphors im Blute. 
ium- | mg-°/, 
| 
“oho! Blut Glykolyse An- Pyro- Hexose- Un- 
teht organisches phosphat- | phosphat- bestimmtes Gesamt-P 
Art oF, P P P ? 
phat 
glich 90 3,75 6,11 6,04 20,50 36,40 
thlag | 91 3,84 6,95 6,40 24,70 41,90 
tuber Kaninchen - - 91 4,92 7,31 4,15 25,60 42,00 
| y2 3,95 6,92 422 95.70 40,80 
HC! 92 4.46 6,84 5,48 23,70 40,50 
y mit Mittelwerte- - 91 4,18 6,83 5,26 24,04 40,32 
sters 
ai 2 2.05 3,09 (3,00) 2215 31,10 
big 2 2.94 3,32 3,52 25,12 34.90 
yhors ? 5,45 7,40 2,72 21,93 37,50 
ein Sin gi ’ 2.85 3,13 3,20 21,32 30,50 
ak — 81 2,60 3,15 2,90 21,15 29,80 
eaten 90 3,75 5,03 3,24 23,60 35,60 
3%) 92 3,12 4,83 2,81 21,40 32,20 
mit 93 3,66 3,66 2,38 23,50 33,20 
rein. Mittelwerte- - (89)? 3,00 3,75 2,97 22,52 33,10 
> bis a 70—80 3,60 5,60 5,50 9,10 23,80 
t be- 
von 21 3,01 0,91 142 23.20 28,60 
‘ber- 33 1,60 1,56 (1,12) 20,72 25,00 
ae 34 2.50 1,13 1,70 24.67 30,00 
nden re 35 3,10 1,08 1,36 23,90 29,60 
>hos- 53 3,34 1.47 1,42 25,37 32.60 
54 2.90 Lie 1,39 23,24 28,70 
hut. Mittelwerte - 38 2,74 1,22 140 | 23,51 | 29,08 
jeder 1 4,18 2.88 0.93 11,23 19,22 
1 der 5 6,25 1,56 1,13 10,94 19,18 
see 5 6,75 1,44 1,40 11,25 20,84 
wae ni 7 5.26 1,86 0,97 11,83 19,92 
nicht . 7 5,31 3,30 1,31 10,93 20,85 
iin © 25 4,18 0,93 1,17 12.50. 17,77 
77 33 5,80 2.40 1.03 10.77 20,00 
ver- 33 4,04 3,54 1,18 11,64 20,40 
— Mittelwerte - 14 5,22 2.24 1,14 11,39 19,86 
nden 
oan 8,90 915 6,84 25,31 50,20 
10,63 6,09 4.83 17,04 38,50 
you 9,71 7,50 4,90 25,00 47,10 
klich Schwein - - - 9,52 4,50 4,71 25,87 44.60 
1° 10,52 8,07 494 2867 52.20 
’ 10,00 5,82 4,76 27,2 47,60 
8,93 5,35 4.33 26.89 45,50 
nder Mittelwerte- - (9) 9,75 6,65 5,03 25,30 46,50) 
}, 80 * R. Meier und E. Thoenes (10). 
eden darf, zeichnen sich beide durch einen sehr hohen Pyrophosphatgehalt aus. 
und Pferdeblut glykolysiert viel starker als Rinderblut, hat aber ungefiahr 
iben eine nur halb so groBe Pyrophosphatfraktion. Menschenblut, das weniger 
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glykolytisch aktiv ist als Hundeblut, hat einen héheren Pyrophosphat 
gehalt. Die Ergebnisse iiber die ,,Hexosephosphatfraktion® zeigen 
ahnliche Unterschiede. Die Blutarten mit héchstem Hexosephosphat 
gehalt (Kaninchen, Hund, Schwein) 
weisen die gréBte und kleinste 
glvkolytische Tatigkeit auf. Hunde- 
blut hat nur halb so viel ,,Hexose 
phosphat* wie Menschenblut, ist abe: 





glykolytisch aktiver. Wir vermissen 
einen Zusammenhang nicht nur zwi 
schen der Glykolyse und Phosphat- 
struktur von Blutzellen verschiedene: 
Art; es offenbart sich auch keine Be- 
ziehung im Blute der selben Art. 
Somog yi (19) verneint irgendwelche Be- 
ziehung des Verteilungskoeffizienten de1 
Glucose (zwischen Zellen und Plasma) 


saureloslichen Phosphors 





zur glykolytischen Fahigkeit verschie- 
dener Blutarten, neigt aber zu der An- 
schauung von Engelhardt und Liubi- 
mova (4), daB der Grad der Glykolyse 
mit der Fahigkeit des Blutes zu- 
sammenhangt, Phosphorséiure — aus 
— . organischen Verbindungen abzuspalten. 
Ge Ar0rgar.P WW Heroseohos P P ; . 
3 Ayrophos.P CI Unbestinmter P Diese Hypothese kann nicht zutreffen, 
da das glykolytisch schwachste Blut 
(Schwein) ein sehr instabiles organi- 
sches Phosphatsystem besitzt. Wir miissen deswegen nach einem 
sichereren Grund fiir das unterschiedliche Glykolysevermégen ver- 
schiedener Blutarten weiter suchen. 








Verteilung des 





























Abb. 1. 


Veriinderungen der Phosphatverteilung wahrend der Glykolyse. 

Da keine Beziehung zwischen Phosphatstruktur und Glykolyse- 
vermégen verschiedener Blutzellen entdeckt wurde, versuchten wir 
zunachst, iiber die Veranderungen der Phosphatstruktur wahrend der 
Glykolyse ein Urteil zu gewinnen. Die Versuche wurden wie friiher 
angestellt, nur wurden die Blutzellen allein gebraucht. Das eisgekihlte 
Blut wurde schnellstens abzentrifugiert, das Plasma abgehebert und die 
Zellen in Locke-Glucoselésung bis zum urspriinglichen Volumen suspen- 
diert. Eine Probe wurde sofort mit Trichloressigsiure versetzt. 
Glucose und die verschiedenen Phosphorfraktionen wurden in dieser 
Probe bestimmt. Der Rest der Blutzellensuspension wurde im Brut- 
schrank 4 Stunden belassen, von Zeit zu Zeit vorsichtig durchgemischt 
und schlieBlich ebenso schnell verarbeitet. In einigen Versuchen wurden 
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die Zellen ein- oder zweimal mit Locke-Lésung gewaschen und endlich 
in einer Locke-Glucoselésung suspendiert. Obgleich Glykolyse eine 
Funktion nur der Zellelemente ist, wirkt die Trennung der 
Zelle vom Plasma ungiinstig 
auf die glykolytische Ak- 
tivitat. Das mag vielleicht 
den physikalisch-chemischen 
Anderungen des Milieus zuzu- 
schreiben sein. Da die Zellen 
fiir die Phosphatester undurch- 
lassig sind, kann die Ver- 
minderung der  Glykolyse 
nicht auf Rechnung eines 
Ausfalls von wichtigen Phos- 
phorverbindungen gesetzt 
werden. Wir untersuchten 
Hunde- und Schweineblut 
von diesem Standpunkt. Der 
EinfluB8 auf Hundeblutzellen 
ist nicht so ausgesprochen, 
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wie auf die Schweineblut- 
zellen. Suspendiert man die 
Zelien eines gut glykoly- 
sierenden Schweineblutes in 

Locke-Glucoselésung, so geht “ Kaninchen Hund Prerd Rind Schwein 
































Relative Zusammensetzung des sdureléslichen Phosphors der Blutzellen vor und nach Glykolyse 


das Glykolysierungsvermégen 
stark herab oder vollstandig 
verloren. Wascht man glykolysierende Zellen mit Locke-Lésung, so 
wird ihre glykolytische Funktion fortschreitend geschadigt. 


Abb. 2. 


Tabelle II. Prozent des bei Glykolyse versechwundenen Zuckers. 





Blut- Mit Locke-Lisung gewaschen 
Ganzes Blut —kiérperchen- Rae 6K, i 
suspension einmal zweimal dreimal 


78 71,5 64 544 39,5 

cece | te 40,3 41,1 30,1 21,7 

a | 32,8 12,2 3,8 0) 0 

Schweineblut 226 0 0 0 0 
Tabelle Il] stellt die Ergebnisse der Versuche mit Blutzellen- 
suspensionen dar, und die verschiedenen Proben sind in der Ordnung 
abnehmender Glykolyse eingetragen. Die Buchstaben A, FE und D 
bedeuten die Anfangs- und Endwerte und deren Differenz. Sieht man 


diese Angaben durch, so offenbaren sich einige merkwiirdige Tatsachen 


beziiglich der Veranderungen der einzelnen Phosphorfraktionen wahrend 
der Glykolyse. Das geht deutlicher aus der Abb. 2 hervor, in welcher 
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die mittleren Werte der Phosphorverteilung verschiedener Blutzellen 
arten aufgezeichnet sind. Das stark glykolysierende System (Kaninchen- 
erythrocyten) zeigt einen bedeutenden Zuwachs (11,5°%) des an 
organischen Phosphors und zugleich eine Abnahme der Pyrophosphat 
und Hexosephosphat-fraktionen (3,1 bzw. 4,3°,), nur geniigt dies nicht 
den ganzen freigelegten Phosphor zu decken, der zum Teil aus der un 
bestimmten Phosphorfraktion stammen muB. Wahrend der Glykolys 
von Blutzellen des Kaninchens, Hundes und Pferdes wird diese Fraktion 


Tabelle II]. Veranderungen in der Verteilung des saureléslichen 
Phosphors der Blutzellen wahrend der Glykolyse. 





mg-9/, (Mittelwerte) 


Blut Glykolyse aif 
" yore An- Pyro- Hexose- Un- 


organisches phosphat- | phosphat- bestimmtes| Gesamt-P 
Art 6 P Pp P P 
cher | B4-79! | A 7,83 13,52 13,88 64,38 99,6 
Kaninchen 54 “719 | BE 1937 10.43 9.57 60.21 
D i43454 |— 800 |)— 422 1— 417 
_ . Siiay—a fl) A 1,53 7,84 5,97 44,12 59,5 
aunt Theo | 5,33 6.78; 481| 42:85 | 
D |\+ 880 |— 1,06 146 |— 1.77 
a A ef Ee 1,91 3,90 3,77 66,25 | 75,8 
Pierd 1} 1 eB 3°57 396 2.70 65,60 | 
D ++ 1,66 + 0,06 |— 1,07 |— 0,65 
Rind. - - {|| 1—a5/'| 4 2,47 3,36 0,86 384,03 40,7 
\ A 2,82 2,73 0,84 33,86 
D \|\+ 0,35 |— 0,63 |— 0,02 |— 0,17 
ie ee | ae ll & 10,80 16,36 12,22 = 61,08 = 100,5 
anes + 4) 9-81) 2 eee 887 10,08 6153 


D |+ 948 |— 749|— 214/14 045 


in verschiedenem Mabe angegriffen. Da diese drei Blutarten sich in 
dieser Beziehung nur quantitativ unterscheiden und ihre glykolytische 
Aktivitat sich ebenso verhalt (63, 53 bzw. 19°), ist es verlockend, die 
Ergebnisse im Zusammenhang miteinander zu bringen. Nun geht diese 
Auffassung fehl, wenn man das Glykolysevermégen mit den Ver- 
anderungen der Phosphorfraktionen derselben Blutzellenart vergleicht. 
Die Glykolyse der Kaninchenblutzellen variierte von 54 bis 79%; der 
Hundeblutzellen von 31 bis 72%; und der Pferdeblutzellen von 5 bis 
57%, aber das Ausmaf der Veranderungen in den entsprechenden 
Phosphorfraktionen war nicht damit im Einklang. Die Versuche mit 
Rinder- und Schweineblutzellen bieten einige interessante Punkte. Die 
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glykolytische Aktivitat war ziemlich schwach (11 bzw. 8°) und sehr 
groBen Variationen unterworfen (1 bis 25° bzw. 0 bis 18%). In den 
Rinderblutzellen vermehrt sich der anorganische Phosphor fast gar nicht 
im Verlaufe der Glykolyse, in den Schweineblutzellen dagegen sehr 
bedeutend. Die Pyrophosphatfraktion ist bei den Schweinezellen viel 
mehr eingeschrankt als bei den Rinderblutzellen. Die unbestimmte 
Phosphorfraktion, die sehr wahrscheinlich aus der Diphosphoglycerin- 
siure besteht, andert sich nur wenig oder vergréBert sich gelegentlich, 
wie bei den Schweineblutzellen, augenscheinlich auf Kosten der Pyro- 
und Hexosephosphat-fraktionen. 


Veriinderungen der Phosphorfraktionen bei Hemmung der Glykolyse. 


In dieser Versuchsreihe wurden Blutzellensuspensionen mit oder 
ohne Zusatz von Glucose inkubiert. Bei Abwesenheit der Glucose ist die 
Glykolyse selbstverstandlich ginz- 








lich gehemmt. Die Veranderungen 110 a 
der Phosphorfraktionen gewinnt 7” | | | 
unter diesen Bedingungen beson- 5: rn | | 
dere Wichtigkeit, da nun das Phos- gol | | | 
phatsystem ganz unabhangig vom 
glykolytischen System fungiert. Die - 
Ergebnisse dieses Versuchs sind 0 
durch Abb. 3 dargestellt. on 

60 


Wir verwandten drei verschie- | 
dene Blutzellenarten (Kaninchen, 
fund und Schwein, deren glykoly- 
usche Aktivitat 78, bzw. 30 und 2% 
war). Von links nach rechts stellt 
jede Saule dar: 1. die Phosphor- 
verteilung in den unbehandelten 
Zellen sowie der Zellen, die 2. mit 
Glucose (Glykolyse) baw. 3. ohne 











Glykolyse (Glykolysehemmung) ‘halos Mund ‘Schupin 
4 Stunden lang inkubiert wurden. Anti 0 Weateliinds this Unatiaheaties 
Diese Art von Hemmung der Glyko- Phosphors der Blutzellen vor und nach 
Leena dee he —_ - ; Inkubation. Erste Stule: Anfangs- 
yse 1st der emmung aurch che- werte: zweite Siule: Endwerte nach 
mische (F usw.) oder physikalische vierstiindiger Glykolyse; dritte Siule: 
: : ji Endwerte nach vierstiindiger Inkuba- 
Methoden vorzuziehen, weil der tion und Glykolysehemmung. 


Vorgang weder auf einer bestimmten 

Stufe unterbrochen, noch dabei die Zellstruktur zerstért wird. Die 
Versuchsergebnisse waihrend der Glykolyse sind denjenigen der vor- 
hergehenden Versuchsreihe in jeder Beziehung ahnlich. Nur bei der 
Glykolysehemmung beobachtet man erstens einen viel gréBeren Zuwachs 
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des anorganischen Phosphors als bei der Glykolyse. Zweitens, ver- 
schwindet das Pyrophosphat aus den nicht glykolysierenden Kaninchen- 
zellen, ist aber unversehrt bei den glykolysierenden Zellen. Bei den 
anderen Blutzellen ist diese Phosphorfraktion bei der Glykolysehemmung 
nur etwas mehr als bei der Glykolyse vermindert. Das Hexosephosphat 
der Kaninchenblutzellen vermindert sich viel mehr bei der Glykolyse- 
hemmung. Die unbestimmte Phosphorfraktion, die wahrend der Glyko- 
lyse abnimmt, verringert sich noch mehr (von 70 auf 51°% des ganzen 
saureléslichen Phosphors), wenn man die Glykolyse hemmt. Die Be- 
funde mit Hundeblutzellen sind ganz ahnlich, jedoch ist der Zuwachs 
an anorganischem Phosphor bei der Glykolysehemmung nur doppelt so 
grok wie bei der Glykolyse (bei den Kaninchenzellen war der Zuwachs 
sechsmal so groB). Die Pyrophosphat-fraktion verringert sich um ein 
Drittel, verschwindet aber in den 4 Stunden der Inkubation nicht. 
Das Hexosephosphat, welches bei der Glykolyse fast unbeeinfluBt war, 
wird wahrend der Glykolysehemmung um 12°, vermindert. Die un- 
bestimmte Fraktion nimmt doppelt so stark ab im nichtglykolysierenden 
als im glykolysierenden System. Die Schweineblutzellen stellen ein 
besonders interessantes Material dar. Eben bei Anwesenheit von 
Glucose war die glykolytische Aktivitaét sehr gering (nur 2°), und man 
findet, daB die Phosphorverteilung unter den Bedingungen dieser sehr 
beschrankten Glykolyse fast dieselbe wie bei Glykolysehemmung ist. 
Vergleicht man dieses Zellensystem mit Kaninchen- oder Hundeblut- 
zellen, so erscheint die Veranderung der unbestimmten Phosphor- 
fraktion am bemerkenswertesten. Diese Fraktion vermehrte sich un- 
gefahr um 9°. Bei den anderen Blutzellen erkannten wir eine Tendenz 
zum Abbau dieser Phosphorfraktion, die bei der Glykolysehemmung 
noch ausgesprochener wird. Unter den Bedingungen der Glykolyse mul 
ihr, deswegen gleichzeitig eine Aufbautendenz entgegenwirken. Ist aber 
die Glykolyse gehemmt, schreitet der Abbau ungehindert fort, und 
wiirde sie dieselbe Geschwindigkeit unverandert behalten, so sollte 
diese Phosphorfraktion der Kaninchenblut-zellen ungefahr in 16 Stunden, 
der Hundeblut-zellen in 24 Stunden gianzlich verschwinden. Die Ge- 
schwindigkeit dieser fermentativen Hydrolyse ist jedenfalls viel gréBer 
als diejenige der Saurehydrolyse, welche erst nach 100 bis 120 Stunden 
im kochenden Wasserbad beendigt ist. Augenscheinlich ist die fermen- 
tative Hydrolyse bei den starker glykolysierenden Kaninchenblut-zellen 
schneller als bei den Hundeblut-zellen. Das trifft auch fiir die Pyro- 
phosphatfraktion zu, welche bei der Glykolysehemmung bedeutend mehr 
abnimmt oder sogar ganzlich verschwindet und gewissermafen auch fir 
die ,,Hexosephosphatfraktion“. Mit anderen Worten zerfallen alle 
Phosphorfraktionen spontan wahrend der Inkubation und werden erst 
unter dem EinfluB der Glykolyse wieder aufgebaut. Der wesentliche 
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Unterschied zwischen stark und schwach glykolysierenden Zellen liegt 
im entgegengesetzten Verhalten der groBben Phosphorfraktion (Di- 
phosphoglycerinsaure). Im ersteren Falle wird sie wahrend der Glykolyse 
rascher ab- als aufgebaut, weil in dem letzteren (Schweineblut, ebenso 


Rinder- und Schafblut) die Geschwindigkeit der Synthese diejenige 
der Hydrolyse iibertrifft. Die Glykolyse wirkt auch hier hemmend. 

Es war zunachst schwierig, die schnellen Veranderungen dieser 
Phosphorfraktion unter biologischen Verhaltnissen mit der Tatsache 
zu vereinigen, daB sie gegen Saurehydrolyse sehr bestandig ist. Wir 
haben gefunden, daB sie erst nach vier bis fiinf Tage langem Kochen mit 
n H,SO, aufgespalten werden kann. Man darf aber den fermentativen 
Ab- und Aufbau wahrend der Glykolyse nicht mehr bezweifeln, seit 
Neuberg u. Mitarb. (16) vor kurzem gezeigt haben, daB nicht nur der 
Mono-, sondern auch der Di-phosphogl ycerinsaureester sich leicht in Brenz- 
traubenséure unter der fermentativen Wirkung der Hefe umwandelt. 
Aber wie dem auch sei, ob Ab- und Aufbau dieser Phosphorfraktion 
des Blutes mit ihrem Glykolysevermégen wirklich eng zusammenhangt, 
die Tatsache muB jedenfalls anerkannt werden, daB wahrend der 
Glykolyse diese Fraktion in den stark glykolysierenden Blutzellen 
abnimmt, wahrend sie in den schwach glykolysierenden Blutzellen 
unverandert bleibt oder sogar geringer wird. 


Zusammenfassung. 


Ubersieht man die Versuchsangaben, so ergibt sich kein Grund 
dafiir, die Verainderungen der verschiedenen Blutphosphorfraktionen 
mit dem Grade der glykolytischen Tatigkeit in Beziehung zu bringen. 
In einer friiheren Mitteilung (13) haben wir den kraftigen Anstieg der 
Phosphorsaéureabspaltung aus ihren organischen Verbindungen unter 
der Wirkung von Arsenat im Kaninchen- und Hundeblut beschrieben. 
Nur wurde unter dieser Wirkung die Glykolyse des Kaninchenblutes 
stark erhéht, waihrend die Glykolyse des Hundeblutes etwas gehemmt 
war. Aus der gegenwartigen Untersuchung folgt ferner, dab, obwohl 
Glvkolyse und Esterifikation eng verbunden sind, die beiden Prozesse 
in keiner Weise in quantitativer Beziehung zueinander stehen. Die 
leicht hydrolysierbaren Ester (Pyro- und Hexose-phosphat) nahmen 
im Laufe der Glykolyse ab. Nun zeigen aber unsere Versuche tiber die 
Wirkung der Glykolysehemmung, da®B wahrend der Glykolyse diese 
Ester wirklich aufgebaut werden miissen, nur da®B der Dephos- 
phorylierungsvorgang energischer ist. Der schwer hydrolysierbare 
Ester zeigt ein besonderes Verhalten; diese Fraktion besteht wahr- 
scheinlich ganz oder gréBtenteils aus Diphosphoglycerinsaiure. Ent- 
gegen ihrer Bestandigkeit zur Hydrolyse bei Kochen mit Saure, wird 
7* 
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sie unter den biologischen Verhaltnissen ziemlich leicht ab- und auf- 
gebaut. Bei den schnell glykolysierenden Systemen, wie z. B. in Blut 
zellen von Kaninchen, Hunden oder Pferden, wird dieser Ester ge- 
spalten. Der Abbau scheint immer rascher als der Aufbau zu erfolgen 
und ungefahr mit der Glykolysetatigkeit anzusteigen. Umgekehrt 
zeigt bei den schwach glykolysierenden Systemen (Rinder-, Schaf- ode: 
Schweineblutzellen) diese Phosphorfraktion wahrend der Glykolys« 
Neigung zur Abnahme. 
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Uber die Monohalogenessigsaiurewirkung 
auf die Glykolyse und Beweglichkeit der Spermatozoen. 
Von 


E. E. Iwanow. 


(Aus dem Biochemischen Institut des I. Medizinischen Staatsinstituts 
in Moskau.) 


(Eingegangen am 9. April 1935.) 


In einer friiheren Arbeit (1) stellten wir fest, daB sich die Beweg- 
lichkeit der Mammalia-Spermatozoen in HCN-Lésungen, selbst bei 
zellatmungshemmenden Konzentrationen, erhalt. In Einklang damit 
ergab sich als weitere Tatsache, daB die Spermatozoen ihre Beweglich- 
keit auch unter anaeroben Verhaltnissen oder vielmehr in einem fast 
luftfreien Medium, in dem die Sauerstoffmenge ganz ungeniigend fiir 
den normalen Verlauf des Stoffwechsels war, einige Zeit bewahrten. 

Die obenerwahnten Tatsachen zwangen uns zu folgenden SchluB- 
folgerungen: 1. die mechanische Arbeit, die die Spermatozoen voll- 
fiihren, ist nicht durch die Oxydationsenergie, sondern wahrscheinlich 
durch die Energie der Spaltungsprozesse bedingt; 2. der Atmungs- 
vorgang bei Spermatozoen ist wie beim Muskelgewebe offenbar dazu 
bestimmt, die Produkte der anaeroben Spaltung zu beseitigen. Die 
Existenz solcher Spaltungsprozesse ist seitdem von EF. Redenz (2) in 
Frage gestellt worden; seine Untersuchungen fiihrten ihn zu der 
SchluBfolgerung, daB die den Spermatozoen erforderliche Bewegungs- 
energie durch die bei der Glykolyse frei werdende Energie gedeckt 
wird. 

In der vorliegenden Arbeit versuchen wir nun, Beweise von folgen- 
dem Standpunkt aus darzubringen: Die Milchséurebildung ist nicht als 
ein unumganglicher Vorgang fiir die Beweglichkeit der Spermatozoen an- 
zusehen; folglich muB die Glykolyse nur als einer der gleichzeitig ab- 
laufenden energieschaffenden Prozesse betrachtet werden. Um diese 
Frage zu beantworten, verwerten wir die spezifische Eigenschaft der 
Monohalogenessigsauren und des Fluorids, die Muskelglykolyse zu 
hemmen (3) (4). 

Wir fanden, daB die Mammalia-Spermatozoen in Monohalogenessig- 
sdurelésungen bei glvkolysehemmenden Konzentrationen ihre Beweglich- 
keit dauernd beibehalten. Aus Tabelle I ist ersichtlich, daB Ochsen- 
und Schweinespermatozoen in 0,002 n Monobrom-, 0,004 n Monojod- 
und 0,002n Monochloressigsiurelésungen ihre Beweglichkeit einige 
Stunden lang aufweisen. Um exakt das Fehlen jeglicher Glykolyse 
unter diesen Untersuchungsbedingungen feststellen zu kénnen, ver- 
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Uber Halogenessigsiurewirkung auf Spermatozoen. 
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104 E. E. Iwanow. 


folgten wir den EinfluB der Spermatozoen in Gegenwart von Mono- 
halogenessigséuren und Natriumfluorid auf die Milchsaiurebildung aus 
Glucose. 

Tabelle II lehrt, da Monobromessigséure in 0,002 bis 0,003 n 
Lésungen praktisch véllig die anaerobe Glykolyse der Spermatozoen 
hemmt. Monojodessigsiure erwies sich als weniger wirksam, da sie in 
0,004 n Lésungen nicht imstande war, die Glykolyse véllig zum Still- 
stand zu bringen. 

NaF erwies sich in unseren Untersuchungen als unwirksam, da es 
die Bewegung der Spermatozoen schon bei so kleinen Konzentrationen 
hemmt, bei denen die Glykolyse an und fiir sich wenig beeinfluBt wird. 

Den angegebenen Daten ist zweifellos zu entnehmen, da die 
Milchsaurebildung bei den Spermatozoen nicht in direktem Zusammen- 
hang mit den mechanischen Funktionen der Zelle gebracht werden 
kann. Damit ist ein neuer Beweis fiir die Analogie der chemischen 
Prozesse in der Spermatozoenzelle und bei Muskelkontraktion erbracht. 
Zweifellos kommt fiir den Stoffwechsel der Spermatozoen nicht nur dic 
Kohlenhydratspaltung in Frage, sondern noch eine Reihe anderer (zum 
Teil schon aufgeklarter Prozesse). 

Zum SchluB sei es mir erlaubt, dem Leiter des hiesigen Laboratoriums, 
Herrn Prof. B. Sbarsky, fiir seine Hilfe bei meiner Arbeit besten Dank 
auszusprechen. 

Zusammenfassung. 

1. In den friiheren Arbeiten hat Verfasser festgestellt, daB die 
Beweglichkeit der Mammalia-Spermatozoen in HCN-haltigen Lésungen 
sogar dann erhalten bleibt, wenn die HCN-Konzentration atmungs- 
hemmend ist. Diese Tatsache sprach zugunsten der Ansicht, daB die 
Arbeit der Spermatozoen nicht auf Kosten der Oxydationsenergie. 


sondern wahrscheinlich von der Spaltungsenergie geleistet wird. 

"2. In der vorliegenden Arbeit wird die Méglichkeit einer dauernden 
Erhaltung der Spermatozoenbeweglichkeit in Monohalogenessigsdiure 
lésungen bei glykolysehemmenden Konzentrationen gezeigt. 

3. Bei den Spermatozoen kann die Glykolyse nicht als ein unbedingt 
fiir die Vollfiihrung mechanischer Arbeit unumginglicher ProzeB be- 


trachtet werden. 
Literatur. 
1) EB. BE. lwanow, Zeitsechr. f. Ziichtung 20, 404, 1931; Ber. f. d. ges. 
Physiol. 61, 779, 1931. 2) E. Redenz, diese Zeitschr. 257, 234, 1932. 
3) BE. Lundsgaard, ebenda 217, 162, 1930; 220, 1, 8, 1930. 4) F. Lipmann, 
ebenda 227, 110, 1930. 





Studien iiber die Spektrographie 
des Mageninhalts beim niichternen Menschen. I’. 
Von 
L. Karezag und M. Hanak. 
(Aus der II. Inneren Abteilung des Hauptstadtischen Horthy-Miklés- 
Krankenhauses in Budapest.) 
(Eingegangen am 9. April 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In Fortsetzung unserer Studien iiber die Spektrographie von Kérper- 

fliissigkeiten? hatten wir uns mitdem Studiumdes Mageninhalts niichterner 

Personen befaBt. Dieser wurde von magengesunden Individuen unserer 

Abteilung mit Hilfe der Duodenalsonde gewonnen und nach erfolgter 

Filtrierung durch ein gewéhnliches 

Papierfilter mit Hilfe des Hilger- 

schen Spektrographen untersucht. 

Die befolgte Methodik entsprach 

ims, derjenigen, welche von uns bereits 





ank eingehend erértert wurde. Um ein 
klares Bild iiber das spektrogra- 
phische Verhalten des Magensaftes 
niichterner Menschen zu _— ge- 
winnen, hatten wir die Proben auch 
ultrafiltriert und die Ultrafiltrate ~  "normaler Magensa? 
zu weiteren Untersuchungen an- 
gewendet. 
Die Untersuchungen in obiger 
tichtung wurden an magengesunden 
Personen in drei Fallen ausgefiihrt, | A rrafitrat 





wobei prinzipiell stets die gleichen 








tesultate gewonnen wurden. Die 230 240 250 060 210 080 290 300 sHOmUL 
Wasserstoffzahl der Proben bewegte 


Abb. 1. 

sich gegen po = 7. Um uns kurz 

zu fassen, méchten wir nur ein Beispiel anfithren, aus welchem das 
spektrographische Verhalten des Mageninhalts niichterner Patienten 
und dessen Ultrafiltrats klar hervorgeht. Die Kurven der Abb. | 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Graf Széchényi-Gesellschaft zur 
Férderung der Naturwissenschaften. Der Quarzspektrograph wurde uns 
von Prof. J.Gréh von der Technischen Hochschule zur Verfiigung gestellt, 
dem wir an dieser Stelle unseren warmsten Dank aussprechen. 

2 L. Karczag u. M. Handk, diese Zeitscnr. 245, 166, 1932; Zeitschr. f. Krebs 
forsch. 35, 153, 1932; Zeitschr. f. klin. Med. 124, 310, 1933. 
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zeigen uns den Verlauf eines selektiven Absorptionsspektrums de1 
gepriiften Korperflissigkeiten im Ultraviolett an und zwar mit 
einem Maximum von 277 my und mit einem Minimum von 253 mu 
Die verschiedenen Werte der Extinktionskoeffizienten werden durch 
Konzentrationsunterschiede bewirkt. Die Ultrafiltrate enthielten 
iibrigens keine Spuren von EiweiB oder Polypeptiden, auch die Re- 
aktionen auf Peptone, Tyrosin, Tryptophan und Harnsiaure fielen 
negativ aus. Letztere Substanz zeigt tibrigens im Ultraviolett eine 
selektive Absorptionskurve, welche von der von uns im Magen- 


‘ 


saft gefundenen grundverschieden ist. — Es ist also auszuschlieBen, 
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daB die Selektivitat der Absorptionskurven von obigen Substanzen oder 
von anderen aromatischen Aminosaiuren, wie z. B. von Phenylalanin, 
herriihrt. Wir hatten auch vergleichende Untersuchungen mit anderen, 
noch eventuell in Frage kommenden bekannten Substanzen des niich- 
ternen menschlichen Magensaftes, wie z. B. Histamin, Histidin, Kreatinin 
angestellt, ohne jedoch eine Aufklarung tber die Selektivitat der Ab- 
sorptionskurven des niichternen Mageninhalts und dessen Ultrafiltrats 
zu erhalten. 

Wir haben sodann versucht, die selektiv absorbierende unbekannte 
Substanz des Magensaftes niichterner Personen durch sein Verhalten 
gegen die Einwirkung von Natronlauge und Salzsdure zu charakteri- 
sieren und haben zu den nativen Magensaftproben sowie zu ihren 
Ultrafiltraten n/10 Natronlauge bis zur stark alkalischen Reaktion 
(gegen Lackmus) zugesetzt. Nach erfolgter spektrographischer Unter- 
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suchung der Proben wurden diese sodann mit n/10 Salzsiure wieder 
angesduert und von neuem einer spektrographischen Untersuchung 
unterworfen. Die Kurven der Abb. 2 lassen erkennen, daB die Selek- 
tivitat der Kurven auf Zusatz von Natronlauge stark schwindet und 
in vielen hier nicht mitgeteilten Fallen ganz aufgehoben wird, so daB 
dadurch eine kontinuierliche Absorption erhalten wird, und da der 
Zusatz der Salzsiure eine mehr oder minder vollstandige Regeneration 
der Selektivitaét bewirkt. Aus diesen Versuchen ging jedenfalls das 
eindeutige Resultat hervor, daB diejenige unbekannte Substanz des 
Magensaftes niichterner Menschen und dessen Ultrafiltrats, welche die 
Selektivitat des Absorptionsspektrums im Ultraviolett hervorruft, alkali- 
labil und sdurestabil ist. — Die regenerierte Selektivitat der Kurven 
war natiirlich desto quantitativer, je weniger und je kiirzer die Proben 
einer Alkalieinwirkung ausgesetzt waren. Wir méchten jedoch an dieser 
Stelle bemerken, daB auch die niichternen Duodenalsdfte mit den gleichen 
Minima und Maxima wie die Magensifte des gesunden Menschen selek- 
tive Absorptionsspektra im Ultraviolett geben, und da somit eine 
Uberschreitung der neutralen Reaktion nach der alkalischen Seite nicht 
unbedingt eine Aufhebung der Selektivitat der Kurven nach sich zieht. 
Unsere Untersuchungen iiber den EinfluB der Wasserstoffionenkonzen- 
tration auf die Selektivitat der Kurven zeigen tbrigens, worauf an 
anderer Stelle noch hingewiesen wird, daB diese bei etwa pu 8 der 


nativen Magen- bzw. Duodenalsafte noch erhalten werden kann. Die 
nativen Duodenalsafte miissen iibrigens, worauf spiter noch eingegangen 
wird, vor ihrer spektrographischen Untersuchung mit Casein entfarbt 
werden. — Abb. 3 1aBt die Kurven von zwei verschiedenen Duodenal- 


siften erkennen. 

Die Resultate unserer Untersuchungen iiber die spektrographischen 
Kigenschaften des Mageninhalts niichterner Menschen und dessen Ultra- 
filtrats méchten wir folgendermaBen zusammenfassen : 

1. Der normale Magensaft und dessen Ultrafiltrat besitzt ein 
selektives Absorptionsspektrum im Ultraviolett. 

2. Die EiweiBstoffe, Polypeptide, aromatischen Aminosauren, Harn- 
saure und andere triviale Substanzen des Magensafts niichterner Menschen 
sind auf Grund von chemischen Reaktionen und vergleichenden spektro- 
graphischen Untersuchungen bzw. durch die Ultrafiltration als fiir die 
Selektivitaét verantwortliche Anteile des niichternen Mageninhalts 
auszuschlie Ben. 

3. Die Selektivitat des Absorptionsspektrums im Ultraviolett wird 
durch Alkalibehandlung aufgehoben und durch nachfolgende Salzsaure- 
behandlung wieder hergestellt. 

4. Niichtern entnommene Duodenalsafte besitzen ebenfalls selek- 
tive Absorptionsspektra im Ultraviolett. 





Studien iiber die Spektrographie des Mageninhalts beim 
niichternen Menschen. II'. 


Von 
L. Karezag. 
(Aus der II. Inneren Abteilung des Hauptstadtischen Horthy-Miklés- 
Krankenhauses in Budapest.) 
(Eingegangen am 9. April 1935.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Um die unbekannte, selektiv absorbierende Substanz des mensch- 
lichen niichternen Mageninhalts im Ultraviolett zu erhalten, wurden 
folgende Versuche angestellt. In der vorangegangenen Mitteilung ist 
angegeben, da EiweiBsubstanzen, Polypeptide, aromatische Amino- 
siuren und Harnséure die Selektivitat des Absorptionsspektrums nicht 
bedingen, sie kénnen sowohl durch die chemische Untersuchung als 
auch durch die Ultrafiltration und schlieBlich durch vergleichende 
spektrographische Aufnahmen ausgeschaltet werden. Es ging aus diesen 
Versuchen auch mit groBer Wahrscheinlichkeit hervor, daB es sich um 
eine Substanz handeln muB, deren chromophore Gruppe durch die 
Kinwirkung von Alkali — etwa durch eine intramolekulare Umlagerung 
bzw. Tautomerisation — verschwindet und nach Saureeinwirkung 
wieder zum selektiv absorbierenden Chromophor regeneriert wird. 
Zuerst wurde deshalb auf eine Beteiligung von Diketopiperazinen an 
diesen Vorgaingen gefahndet, jedoch ergab die spektrographische Unter- 
suchung des 2,5-Diketopiperazins ein kontinuierliches Absorptions- 
spektrum. In der Vitaminliteratur fand ich dagegen Angaben, daB die 
Diketopiperazine in Tierversuchen einen EinfluB auf den wachsenden 
Organismus ausiiben, und es tauchte somit die Vorstellung auf, daB die 
Kigenschaft der selektiven Absorption des nativen niichternen Magen- 
inhalts von einem der wasserléslichen Vitamine herriihrt. Diese Idee ver- 
folgend, habe ich durch Frl. W. Handk das spektrographische Bild des 
Vitamins C und eines von mir bereiteten Hefe-Glycerinextraktes, welcher 
das Vitamin B enthalt, spektrographisch untersuchen lassen. Die ge- 
wonnenen Kurven lieBen ohne weiteres erkennen, daB das Vitamin ( 
zwar, wie bekannt, ein charakteristisches selektives Absorptions- 
spektrum besitzt, jedoch als solches in bezug auf die Kurve der 
selektiven Absorption des niichternen Mageninhalts nicht in Frage 
kommen kann, dab jedoch demgegeniiber der Glycerinextrakt der 

' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Graf Széchényi-Gesellschaft zur 
Foérderung der Naturwissenschaften. I. Mitteilung, diese Zeitschr. 278, 
105, 1935. 
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Hefe, welcher das Vitamin B enthielt, eine selektive Absorptionskurve 
aufweist, die derjenigen des niichternen Mageninhalts auffallend glich. 
Sodann bestimmten wir die selektive Absorptionskurve des Vitamins By, 
welches uns von der I. G. Farbenindustrie giitigst zur Verfiigung 
gestellt wurde und fanden eine auffallende Ubereinstimmung mit den 
Kurven des Magen- und Duodenalsaftes. 

Abb. 1 1aéBt die selektiven Absorptionskurven von Vita- 
min B, und B, erkennen. Es ergab sich also von selbst die Not- 
wendigkeit einer eingehenden Untersuchung des niichternen Magen- 
saftes nach Gesichtspunkten der 
Vitaminchemie, besonders in Rich-  #0— 
tung des Vitamin-B-Komplexes; 
denn es war mir von vornherein “ 
klar, daB der identische Verlauf 
der selektiven Absorptionskurven 
von Vitamin B, und Magensaft 
allein nicht geniigt, um die Iden- | Yiamn 8, 
titat der Grundsubstanzen oder 
auch nur der chromophoren 
Gruppen anzunehmen. 


3ei Durchsicht der einschla- Fanta | 
I ichsicht d inschla Vitamin by 


gigen Literatur haben wir von 
unseren Gesichtspunkten aus fol- 
gende Grundeigenschaften des 
Vitamin B, und B, als maBgebend 
und charakteristisch betrachtet: 
1. Die Kochbestandigkeit; 2. das 
Verhalten gegen Adsorptionsmittel Abb. 1. 

wie Kaolin, Casein und Tierkohle ; 

3.das Verhalten gegen Lésungsmittel wie Methanol, Athanol, Chloro- 
form, Ather usw.; 4. das Verhalten gegen Salzsiure und Natronlauge. 





Cher letztere Eigenschaften sowie iiber die Ultrafiltrierbarkeit 
der gesuchten selektiv absorbierenden Anteile des menschlichen Magen- 
saftes geben bereits unsere Versuche mit Frl. Dr. Hanék, welche in 
der I. Mitteilung enthalten sind, einigen AufschluB. Weitere Unter- 
suchungen haben uns sodann Anhaltspunkte dafiir geliefert, daB dem 
gesuchten Korper die Vitamin-B-Natur zuerteilt werden kann. 

Folgende Versuche, welche nur als eine Auswahl der von uns 
systematisch und in groBer Anzahl vorgenommenen darstellen, zeigen 
im einzelnen folgende Resultate : 

Die Kochprobe, die in fiinf Minuten langem Aufkochen der Magen- 
sifte und deren Ultrafiltrate bestand, zeigte meistens einen kaum 
veranderten Verlauf der urspriinglichen selektiven Absorptionskurver: 





225730 24023026020 BOS 2 SD 
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(Abb. 2), also Eigenschaften, die denen des Vitamin-B-Komplexes 
durchaus entsprechen. 

Tie Adsorptionsversuche \ehrten folgendes: zuerst wurden die 
zu prifenden Koérperfliissigkeiten mit den betreffenden Adsorbentien 
2 bis 3 Minuten lang geschiittelt, sodann durch ein Papierfilter (falls 
notig Ofters) filtriert und é 

se 90 pa 
schlieBlich —spektrographisch | 

























untersucht. Diese Versuche 80} 
ergaben iibereinstimmend, dab | | 
; : 70} 
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Abb. 2. Abb. 3. 


bierende Substanz des niichternen Magensaftes durch Kohle vollstandig, 
durch Kaolin weniger und durch Casein nicht adsorbiert wird ; es treten 





t also wiederum physikalisch- 
¢ — : na 
a | chemische Eigenschaften zu- 
1 Magensaftultratirat i * ; 
| 2 Aetanolextrakt tage, die denen des Vitamin- 
3 Methanolestrat? B-Komplexes entsprechen 






¢ Aetherextrakt (Abb. 3). 

Die Lésungsversuche wur- 
den mit der zu_ priifenden 
KOorperfliissigkeit in der Weise 
20 + $+ _+ ~ —_+—— vorgenommen, da sie zuerst 
am kochenden Wasserbade 
auf einem Uhrglase bis zur 
Trockne verdampft und _so- 
dann mit dem_ betreffenden 
Lésungsmittel behandelt, fil- 
triert und schlieBlich spektro- 
graphisch untersucht wurde. 


20 2) D8 Toms Die so erhaltenen Substanzen 
Abb. 4. zeigten eine gute Léslichkeit 
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in Methanol und Athanol, eine minimale Léslichkeit in Ather und 
vollkommene Unléslichkeit in Chloroform (Abb.4). Diese Eigenschaften 
der selektiv absorbierenden Anteile des niichternen menschlichen 
Magensaftes stehen mit denjenigen des Vitamin-B-Komplexes ebenfalls 
in gutem Einklange. 

Zusammenfassung. 

Die physikalisch-optischen Eigenschaften des niichternen Magen- 
saftes, das Verhalten desselben gegen Salzsiure und Natronlauge, gegen 
Hitzeeinwirkung sowie gegen Adsorbentien und Lésungsmittel, stimmten 
mit den charakteristischen Eigenschaften des Vitamin-B-Komplexes 
weitgehend iiberein, deshalb diirfen die selektiv absorbierenden 
Substanzen des Magensaftes als zum Vitamin-B-Komplex  gehdérig 
betrachtet werden. 








Labferment und diastatische Kraft ungekeimter Getreide. 
Von 
Tadeusz Chrzaszez und Jozef Janicki. 


{Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat 


Poznan (Posen).] 


(Eingegangen am 11. Apr'l 1955.) 


Unter dem EinfluB der proteolytischen Enzyme’ wird dic 
Menge der aktiven Amylase der verschiedenen Getreidearten  ver- 
groBert!. Wir konnten ferner zeigen, daB bei Anwendung von 
proteolytischen Enzymen wie Papain und Trypsin bei den ein 
zelnen Getreidearten eine ungefaihr gleiche Verstarkung der amylo- 
lytischen Kraft erzielt wird. Weiter wurde festgestellt, daB die ver 
schiedenen Getreidearten in dieser Hinsicht prinzipiell in drei Gruppen 
eingeteilt werden kénnen: 


1. Zu der ersten Gruppe rechnen wir solche Getreidearten, welche 
schon vor der Keimung eine verhaltnismaBig starke amylolytische, und zwat 
hauptsachlich verzuckernde Kraft aufweisen (Gerste, Roggen und Weizen) 
Sei diesen wird die Menge der aktiven Amylase unter dem EinfluB de1 
proteolytischen Enzyme stark vergr6Bert. 

2. Zu der zweiten Gruppe rechnen wir solehe Getreidearten, welche vor 

der Keimung eine schwache bzw. minimale amylolytische Kraft auftweisen 
(Mais, Buchweizen und Hafer). Bei diesen Getreidearten wird unter dem 
KinfluB der proteolytischen Enzyme die Menge der aktiven Amylase 
manchmal prozentual sogar stark vergréBert, jedoch der Menge nach ist 
diese Erhéhung verhaltnismaBig recht schwach und die amylolytische Kraft 
dieser Getreidearten bleibt selbst nach der Einwirkung der verschiedenen 
proteolytischen Enzyme ganz unbedeutend. 
; 3. Als dritte Gruppe miissen solche Getreidearten betrachtet werden, 
deren amylolytische Kraft unter dem Einflu8 der proteolytischen Enzyme 
vermindert wird. Hierher gehért die Hirse, bei welcher wir unter dem Ein 
flu8 von Papain eine starke Herabsetzung der amylolytischen, und zwat 
hauptsdchlich der dextrinierenden Kraft, welche bei dieser Getreideart vor 
der Keimung schon ziemlich stark ausgebildet ist, feststellen konnten. 

Bei der Suche nach anderen proteolytischen Enzymen, mit welchen, 
wie wir hofften, eine bedeutende VergréBerung der amylolytischen 
Kraft auch bei den Getreidearten der letzten zwei Gruppen hervor 
zurufen ware, nahmen wir Pepsin zur Untersuchung. Mit diesem Enzym 
haben wir bei natiirlichem py der verschiedenen Getreidearten fast keine 
Verstarkung der amylolytischen Kraft erhalten®, héchstwahrscheinlich: 


1 T., Chrzaszcz u. J. Janicki, diese Zeitschr. 272, 402, 1934. — ? Dieselben, 
ebenda 274, 274, 1934. 3 Dieselben, Roczniki Nauk Rolniezych i Les 
33, 191, 1934. 
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deshalb, weil Pepsin bei diesen hier in Frage kommenden py-Werten 
(6,0 bis 6,7) nur noch eine sehr schwache Wirkung ausiiben kann. 

Ks war also interessant zu untersuchen, ob unter dem EinfluB des 
Labferments, dessen optimales pg in den Grenzen von 6,0 bis 6,5 liegt, 
also ungefahr gleich dem natiirlichen py der von uns angewandten 
Getreideausziige ist, eine Verstarkung der amylolytischen Kraft der 
ungekeimten Getreide stattfinden wird. Diese Frage war um so inter- 
essanter, als ja die Existenz eines spezifischen, nur die Gerinnung der 
Milch hervorrufenden Labferments noch nicht vollstandig geklart ist 
und z. B. die Schule von Pawlow Pepsin und Labferment fiir ein und 
dasselbe Enzym halt. Ohne auf den Mechanismus der Milchgerinnung 
unter dem EinfluB von Labferment naher eingehen zu wollen, soll jedoch 
auf zwei verschiedene Ansichten beziiglich der Wirkungsweise dieses 
Ferments hingewiesen werden. Kinige Autoren, von denen vor allem 
GS. Inichoff! erwahnt sei, behaupten, daB das Labferment niché eine 
chemische, sondern rein physikalische Spaltung des Aggregatzustandes 
eiweiBhaltiger Stoffe hervorruft und daB die Bildung von Paracasein 
ein rein physikalisches Phanomen sei. Andere dagegen? behaupten, dab 
auf Grund der Untersuchungen von V. van Slyke®, V1. Pertzoff{* und 
K. Linderstrém-Lang® als bewiesen angesehen werden miisse, dab beim 


Ubergang von Casein in Paracasein eine chemische Veranderung des 


Caseinkomplexes eintritt und daB experimentelle Belege dafiir erbracht 
werden k6nnten, dafi diese Veranderungen in einer proteolytischen 
Spaltung bestehen. 

Die Tatsache, daB wir Labwirkung bei Praparaten proteolytischer 
Enzyme finden (Papain, Trypsin, Pepsin), denen der Lab-Effekt als 
eine mehr oder weniger ausgebildete Nebenwirkung zukommt, erklart 
uns am besten, aus welchem Grunde es so schwer ist, das Labferment als 
solehes zu identifizieren. Labwirkung wird namlich auch dort an- 
getroffen, wo deren Vorkommen zum mindesten sehr merkwiirdig ist. 
Es sei in diesem Zusammenhang nur an die Arbeiten von F. Weis® 
erinnert, der Labferment in keimender Gerste festgestellt haben wollte. 


Experimenteller Teil. 


Untersucht wurden folgende Getreidearten: Gerste, Roggen, Weizen, 
Hafer, Buchweizen und Hirse. Verwendet wurden: lésliche Starke Erg. B. 5, 
Labferment 1: 300000, Papain, Pepsin (Merck). Die Einwirkung der 
Enzyme, sowie die Bestimmung der amylolytischen Krafte, und zwar der 
verzuckernden, dextrinierenden und verfliissigenden Kraft wurde nach der 
in der letzten Arbeit (I. c.) angegebenen Methodik ausgefiihrt. 


1 Diese Zeitschr. 131, 97, 1922. — ? H. Holter, ebenda 255, 173, 1932. 
— 3 V.van Slyke u. A. W. Bosworth, J. of biol. Chem. 104, 203, 1913. — 
4 J. of Gen. Physiol. 10, 987, 1927; 11, 239, 1928. — ° Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 476, 76, 1928. — ® Ebenda 31, 96, 1909. 
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Der Einfluf des Labferments auf die amylolytische Kraft der Gerste. 

Zuerst sollte festgestellt werden, ob die amylolytische Kraft de: 
ruhenden Gerste durch die Einwirkung des Labferments tiberhaupt be- 
einfluBt wird ; weiter sollte untersucht werden, wie sich in dieser Hinsicht 
das Verhaltnis der Wirkung des Labferments zu der Papainwirkung 
gestaltet: 

Es wurden folgende Ausziige hergestellt: 


Nr. lund 6: Wasseriger Gerstenauszug 


2 ,, 7: Auszug, hergestellt unter Zugabe von 1,5 g Papain 
> » oF cn és on we ~~» ovr - 

a 1,5 g Labferment 
5 ,, 30: - ia je Pa » ovo2 ag 

We ke ” - 9 * ~~ SO# 65 

oa Wes Pe a o Pe » 200¢ po 


Ausziige Nr. 1 bis 5 andauernd wahrend 14 Stunden bei 20°C im 
Schuttelapparat geschittelt. 
Ausziige Nr. 6 bis 12 wahrend 14 Stunden bei 20° C von Zeit zu Zeit 
geschiittelt. 
Tabelle I. 





2 Dextrinierende Kraft. Veranderung 1 ne s 
Verzuckernde Kraft | der blauen Farbe der Starke durch Vertliissigende Kraft 








Jod in 

Auszug [|-—————— ——_—__———- - a 
eem n/20 Er- blauviolett rotbraun * farblos 1 g Gerste _Er- 

cali héhung “ ——— verfliissigt hodhung 

Nr. 9/9 erfolgt nach Min. g Starke 0), 

1 182 — 60 680 720 nicht 1,6 -— 
2 551 203 30 660 Te % 43 160 
3 585 221 30 660 ‘<i 3,6 120 
4 296 63 36 640 720, 2,6 60 
5 312 71 36 640 720 3,6 120 
6 317 _ 50 440 1 s 1,8 —~ 
7 582 84 30 430 120 , 43 140 
8 582 84 30 430 720 =, 4,3 140 
9 343 8 30 430 ta0 s 3,6 100 
10 405 28 30 430 i . 6,0 230 
11 478 51 30 430 we 6,0 230 
12 478 51 30 430 ies 6,0 230 


* Dieses Stadium hatte eine violette Nuance. 


Der EinfluB dieses Ferments ist jedoch schwacher als derjenige von 
Papain, weil selbst bei der Anwendung von groBen Mengen des Lab- 
ferments die maximale Verstarkung der aktiven Amylasemenge nicht 
erzielt werden konnte. Die Zugabe von mehr als 6 g Labferment ruft 
schon keine weitere Erhéhung der amylolytischen Kraft hervor. Be- 
merkenswert ist, daB die durch Einwirkung des Labferments erhaltene 
Verstarkung der verzuckernden Kraft der ruhenden Gerste beim mechani- 
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schen Schiitteln viel kleiner ist, als die bei schonendem Sehiitteln von 
Zeit zu Zeit erhaltene. Was die dextrinierende und verfliissigende Kraft 
anbetrifft, so bestand zwischen Labferment- und Papainwirkung kein 
wesentlicher Unterschied. 
Der EinfluB des Labferments auf die amylolytische Kraft des Roggens und 
Weizens. 
Von diesen Getreidearten wurden folgende Ausziige hergestellt: 


Nr. l und 5: Wasseriger Auszug von Weizen bzw. Roggen 


a 6: Auszug, hergestellt unter Zugabe von 3 g Papain 
Paes eee a re ss + . 3g Labferment 
4 > 8: 9° 9° 7? > eT 6 g ” 


Ausziige Nr. 1 bis 4 andauernd wahrend 14 Stunden bei 20°C im 
Schuttelapparat geschiittelt. 
Ausziige Nr. 5 bis 8 wahrend 14 Stunden bei 20° C von Zeit zu Zeit 
geschittelt. 
Tabelle II. 





Dextrinierende Kraft. Verinderung 
Verzuckernde Kraft der blanen Farbe der Starke durch — Verfliissigende Kraft 





Jod in 
ities Er- banvisiatt T <a i ei oor te rble % lg Ge »j 1 » Er- 
com n 20 | hobung ||. plauviole Y ene arblo et hihung 
Nr. : 0}, erfolgt nach Min. g Stirke 0}, 
Weizen. 
1 369 — 25 330 720 nicht 2,3 
2 629 70 10 | 285 720, 6,0 167 
3 582 58 25 255 tae. 6,0 167 
4 546 48 | 25 255 (20, 6,0 167 
5 390 — | 25 330 720 =, 3,0 -- 
6 660 70 || 10 255 jae x 43 42 
7 629 61 25 255 “a 4,3 42 
8 577 48 25 255 720 =. 6,0 100 
Roggen. 

1 403 — 25 120 720 nicht 43 — 
2 527 31 15 100 (7; wae 6,0 40 
3 416 3 15 100 ta» 90 110 
4 403 0 15 100 720 =, 9,0 110 
5 426 25 120 720, =, 6,0 —_ 
6 523 23 15 100 (; 9.0 50 
7 504 18 15 100 tee 9,0 50 
8 500 17 15 100 120 =, 9.0 50 


Beim Roggen kommt der EinfluB der Herstellung des Auszugs auf die 
Freilegung der Amylase ganz besonders zum Vorschein. Die mechanisch 
geschiittelten Ausziige zeigen unter dem EinfluB von Labferment fast 
keine Verstarkung der verzuckernden Kraft, obwohl bei den nur von 
Zeit zu Zeit schwach geschiittelten Ausziigen unter dem EinfluB dieses 
Ferments fast dieselbe Erhéhung erzielt wird wie bei Papain. Beim 


Q* 
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Weizen hat jedoch die Art der Auszugherstellung auf die Verstarkung de1 
amylolytischen Kraft durch Labfermentwirkung fast keinen Einflub 
Auffallenderweise wirkt die Zugabe von 3g Labferment auf die Frei- 
legung der Amylase giinstiger, als die Zugabe von weiteren Mengen 
dieses Fermentes, und zwar ganz besonders beim Weizen. Die dex- 
trinierende und verfliissigende Kraft wird durch das Labferment fast 
so wie bei der Papainwirkung beeinfluBt. 
Der EinfluB des Labferments auf die amylolytische Kraft des Hafers und 
Buchweizens. 
Die Herstellung der Ausziige sowie deren Numeration ist dieselbe, 


wie in Tabelle II angegeben ist. 


Tabelle rt. 





Dextrinierende Kraft. Verinderung 
Verzuckernde Kraft der blauen Farbe der Starke durch  Verfliissigende Kraft 
Jod in 
Amey ey —$_——— ——— - : 
os ‘ Er- blauviolett rotbraun farblos 1 g Getreide Er- 
— d 20 héhung Saas wees verfliissigt © hOhung 
Nr. igi 0/5 erfolgt nach Min. g Starke 0 


Hafer. 
19,8 a 55 340 720 nicht 
21.8 10 60 410 100 » 
25,5 29 50 340 120 
25,5 29 50 340 a 
21,5 — 55 200 720 
22,1 3 50 220 720 ~~ 
30,0 40 35 170 120 % 
30.0 40 35 170 720 =, 


Buchweizen. 

2.6 - 405 720 nicht 720 nicht 
6.5 150 220 405 im « 
15.7 500 120 345 720 
17,4 570 120 320 720 

3,1 — 380 720 nicht 720 

96 210 180 345 720 

18,5 500 110 285 720 

16.6 435 105 260 720 
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Bei diesen Getreidearten, in besonders hohem MaBe beim Buch- 
weizen, ist die Freilegung der Amylase bei Labfermentwirkung bedeutend 
groBer als bei der Einwirkung von Papain. Dieses kommt am deut- 
lichsten bei den nicht geschiittelten Ausziigen des Buchweizens zum 
Vorschein. Beim Hafer wird die dextrinierende Kraft durch Labferment- 
wirkung nur sehr wenig beeinfluBt, bei Buchweizen dagegen sehr stark , 
stirker als durch Papain. Die verfliissigende Kraft wird durch Lab- 
fermentwirkung starker als bei Papainwirkung erhéht. Sie bleibt jedoch 
selbst nach der Eiwirkung dieses Ferments ganz unbedeutend. 
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Der Einflup des Labferments auf die amiylolytische 
Kraft der Hirse. 

Weiterhin wurde festgestellt, wie sich das Labferment bei der Ein- 
wirkung auf Hirse verhalt. In unseren vorhergehenden Arbeiten konnten 
wir nachweisen, daB die amylolytische Kraft dieser Getreideart unter 
dem EinfluB von Papain herabgesetzt wird, und zwar ganz besonders 
stark die dextrinierende Kraft. Dieses war um so interessanter, als ja 
bei der Einwirkung von Trypsin ein solcher EinfluB nicht festgestellt 
werden konnte (lL. ¢.). 

Auch in diesem Falle war die Art der Herstellung und die Numerierung 
dieselbe wie bei der in Tabelle II] angegebenen. 


Tabelle IV. 





Dextrinierende Kraft. Verinderung 
Verzuckernde Kraft der blauen Farbe der Stirke durch  Verfliissigende Kraft 
Jod in 
Auszug r 
- 9 Er- blauviolett  rotbraun farblos lg Hirse Er- 
com .- 20 héhung verfliissigt hdhung 
Nr. re erfolgt nach Min. g Stirke 0 


0 


45 108 840 nicht 3,0 _ 
135 375 840 , 3.0 0 
5D 135 840 , 9.0 200 
57 135 840. 9.0 200 
40 105 840, 3.6 

90 225 840, 4.3 20 
50 105 840 . 9.0 150 
54 105 840 90 150 


Die verzuckernde sowie die dextrinierende Kraft der Hirse wird 
durch die Zugabe des Labferments im Vergleich zur Papainwirkung 
nur in geringem MaBe herabgesetzt. In dieser Hinsicht unterscheidet 


sich also das Labferment vom Papain fund ahnelt der Wirkung von 


Trypsin auf diese Getreideart. 


Ward die bei Labwirkung festgestellte Verstdrkung der amylolytischen Kraft 
der Getreide durch die Anwesenhest von Pepsin in Labfermentprdparaten 


hervorgerufen ? 


Zu unseren Untersuchungen wurden die im Handel befindlichen 
Praparate des Labferments verwendet. Aus diesem Grunde mubte 
noch festgestellt werden, ob die Verstarkung der amylolytischen Kraft 
vom Labferment oder vom Pepsin verursacht wird, welches der Menge 
nach die wichtigste Verunreinigung des Labferments bildet und bei den 
hier in Frage kommenden pg-Werten (etwa 6,0) noch eine geringe Rest- 
wirkung haben kénnte. 
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Unsere friheren Untersuchungen (l.c.) tiber den KinfluB von Pepsin, 
welche bei dem natiirlichen pg der Getreideausziige durchgefiihrt waren, 
zeigten, daB sogar verhaltnismabig groBe Mengen von Pepsin fast keine 
Wirkung auf die amylolytische Kraft ruhender Getreidearten haben. 
Obwohl damit die Frage, welche Rolle bei Anwendung von Labferment - 
praparaten eventuell anwesendes Pepsin spielt, vollstandig geklart ware, 
so wollten wir noch den EinfluB von Pepsin auf die Freilegung de1 
Amylase ruhender Getreidearten bei einem fiir dessen Wirkung 
giinstigere pq feststellen. In der Literatur finden wir nur wenige 
Angaben tiber die Wirkung von Pepsin auf Amylase, und diese beziehen 
sich nur auf Lésungen von Amylase. A. Wrdblewski! gibt an, daB dieses 
Enzym in schwach saurer Lésung die Amylase zerstért, W. Biedermann* 
gibt dasselbe an, untersuchte aber leider nur die dextrinierende Kraft; 
diesbeziigliche Untersuchungen iiber den EinfluB8 von Pepsin bei det 
Freilegung der Getreideamylase fehlen aber ganz. 

Zu diesen Untersuchungen wurden folgende Gerstenausziige (mit 
Gerste Nr. 2) hergestellt: 


Nr. 1: 150 cem H,O + 25g Gerste 
2: 145 ,, H,O + S5cemn/10 HCl 4 
3: 140 ,, H,O+ 10 ,, n/l1O HCI 


y Gerste 


£ 


5: 120 ,, H,O + 30 ,, n/10 HCl 
6: 100 ,, H,O + 50 ,, n/lO HCI 
7 wie Nr. 1: 3g Pepsin 

8, » eo: +38¢ - 

D os oy 83 3g 5 

4: + 3¢ 
5: 32g 


rea 
= 


25 
25 
4: 130 ,, H,O + 20 ,, n/lOHCI + 25¢ 
25 
25 


xz 


eh 


(2 s « Ose 


Die Ausziige wurden von Zeit zu Zeit geschiittelt. 


Aus Tabelle V geht hervor, daB eine Verschiebung des natiirlichen 
pu des Getreideauszuges durch Zugabe von HCl auf py = 4,5, welche 
dem optimalen pg der Amylase sehr nahe liegt, eine sehr starke 
Abnahme der amylolytischen Kraft des Gerstenauszuges zur Folge hat. 
die bei der verzuckernden Kraft mehr als 50°, betragt. Ein bei px 4 
hergestellter wasseriger Gerstenauszug hatte schon fast keine amylo- 
lytische Kraft mehr. Die Zugabe von Pepsin wirkt bei den schwach 
angesduerten Gerstenausziigen (bis py = 5,2) in gewissem MaBe auf den 
negativen EinfluB der py-Verschiebung in das saure Gebiet hemmend, 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 24, 173, 1898. — * Diese Zeitschr. 127, 
38, 1921. 
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Tabelle V. 





Dextrinierende Kraft. 
Verinderung der blauen Farbe 
der Stiirke durch Jod in 


Verzuckernde 


Verfliissigende 
Kraft 


Kraft 
Auszug a ae aes te ie eed ae : 
sie 20 Er- — blauviolett  rotbraun farblos 1 g Gerste Er- 
- , 20 héhung verfliissigt héhung 
Ot 
( 


Nr. ; Oly erfolgt nach Min. g Stirke %%9 


5,76 291 — 105 840 nicht 840 nicht 
5,62 269 8 130 840, 840 
5,22 | 226 29 230 840 , | 840 
4,54 135 54 400 840 840) 
4,07 21 93 500 840 840 
2.65 0,0 —100 840 nicht 840 , 840 
5,84 270 ° — 40 840 , 840 
5,57 301 - 2 110 840 840 
5,21 270 0 110 840 840 18 
4.50 145 46 185 840 , 840 ~ 18 
3,92 21 — 92 385 840 840, 100 
2,83 0,0 100 840 nicht 840 . 840 ; 100 


oO OO 


a 
0 
17 
67 

— 100 


0 
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aber schon bei einer weiteren, schwachen Ansduerung (pa = 4,5) wird 
derselbe Rickgang der amylolytischen Kraft wie in dem analogen 
Gerstenauszug ohne Pepsinzugabe beobachtet. Wir sehen also, daB selbst 
bei der Ansauerung der Gerstenausziige Pepsin keine Freilegung der 
Amylase der ruhenden Gerste hervorrufen kann, wodurch endgiiltig 
bewiesen wird, daB die Erhéhung der amylolytischen Kraft der Getreide - 
arten unter dem EinfluB von Labfermentpraparaten nicht von dem 
eventuell anwesenden Pepsin stammen kann. 


Der EinfluB der Zugabe von CaCl, bei der Freilegung der Gerstenamylase durch 
Einwirkung von Labferment. 


Bekanntlich wirkt die Zugabe von CaCl, auf die Wirkung des 
Labfermentpraparats bei der Gerinnung der Milch giinstig. Es war 


also interessant festzustellen, wie die Zugabe dieses Salzes die Wirkung 
des Labferments auf die amylolytische Kraft ungekeimter Getreide 
beeinflussen wird. Es wurden folgende Ausziige mit Gerste Nr. 3 vor- 
bereitet : 

Nr. 1: 25 g Gerste + 150 cem H,O + 4 ccm Toluol 

»» 2: wie Nr. 1 + 0,1 g CaCl, 

1 + 0,5 g CaCl, 

1,0 g CaCl, 
2,0 g CaCl, 
6 g Labferment 


of. WB Nm ee 
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Tabelle VI. 





F : Dextrinierende Kraft. Verinderung 
Verzuckernde Kraft der blauen Farbe der Stirke durch  Verfliissigende Kraft 
Jod in 


Auszug — ———— - —_—__—_ —_—— 
ecem n/20 Er- blauviolett rotbraun farblos lg Gerste Er- 
jod bohung verfliissigt | héhung 


Nr. 05 erfolgt nach Min. g Starke 99 


343 ; 115 840 nicht 840 nicht 1,8 
309 — 10 110 840, 840, 1,8 
309 10 103 840 . 840 1.8 
309 10 130 840, 840, 1,8 
304 11 180 840 840 1,8 
522 + 52 100 840 840 3.6 100 
481 + 40 95 840 840, 3,6 100 
479 + 39 90 840 , 840, 3.6 100 
475 + 39 145 840 840. 3,6 100 
471 + 38 200 840 840 3.6 100 


Die Zugabe von CaCl, ist also in diesem Falle ohne groBen Einflub 
auf die Wirkung des Labfermentpraparats. Aus der Tabelle VI geht 
hervor, daB die Zugabe kleiner Mengen von CaCl, die verzuckernde Kraft 
der Ausziige etwas herabsetzt und gréBere Mengen schon fast keinen 
weiteren EinfluB auf die verzuckernde Kraft haben. Auf die dex- 
trinierende und verfliissigende Kraft, welche durch die Zugabe von 
Labferment an sich sehr schwach beeinfluBt wurden, wirkte die Zugabe 
von CaCl, ganz unbedeutend bzw. war ohne jeden EinfluB. 


Erérterung. 


Unsere Untersuchungen itiber die Wirkung des Labferment- 
praparats zeigten, daB mit Ausnahme der Hirse eine Freilegung der 
Amylase ruhender Getreidearten stattfindet, wobei der Verstarkungs- 
grad jedoch von der Getreideart abhangig ist. Wird die Wirkung des 
Labferments mit derjenigen von Papain verglichen, so kénnen die ver- 
schiedenen Getreidearten in zwei Gruppen eingeteilt werden: Zu der 
ersten Gruppe gehéren diejenigen Getreidearten, bei welchen das 
Labferment eine bedeutend kraftigere Verstarkung der aktiven Amylase- 
menge hervorruft, als bei der Papain- bzw. Trypsinwirkung festgestellt 
werden konnte (Buchweizen, Hafer). Zu der zweiten Gruppe gehéren 
alle anderen Getreidearten, bei welchen das Labferment dieselbe bzw. 
eine nicht besonders schwachere Wirkung wie Papain hat. Was die 
dextrinierende Kraft anbetrifft, so wirkt das Labferment ginstig bei 
Gerste, Weizen und Buchweizen. Bei dem letztgenannten Getreide 
wirkt das Labferment bedeutend giimstiger als Papain. Dieser Einflul 
kann jedoch mit der Wirkung der von uns in amylasefreiem Trypsin 
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festgestellten Dextrinogen-Kinase nicht verglichen werden. Die letztere 
wirkt namlich ganz energisch fordernd auf die dextrinierende Kraft der 
Amylase ungekeimter Getreide, besonders bei der Gerste!. Der unter dem 
KinfluB von Papain stattfindende Riickgang der dextrinierenden Kraft 
von Hirse und Hafer konnte bei der Wirkung des Labferments nicht 
festgestellt werden. Die verfliissigende Kraft wird unter dem EinfluB 
des Labferments bei Hirse kraftiger, bei anderen Getreidearten adhnlich 
wie bei Papain vergr6Bert. Diese beiden Teilfunktionen blieben jedoch 
trotzdem schwach. 


Wird angenommen, dab die Erhéhung der aktiven Amylasemenge 
ruhender Getreide wirklich das Resultat einer proteolytischen Spaltung 


des die Amylase bindenden Eiweifes ist, dann muB man aus vorliegenden 
Untersuchungen folgern, daB in den Labfermentpraparaten wirklich ein 
proteolytisches Enzym tatig ist. Diese hier in Frage kommende Wirkung 


kann jedenfalls nicht vom Pepsin stammen, da ja selbst bei An- 
wendung groBber Mengen von Pepsin keine Verstarkung der amylo- 
lytischen Kraft festgestellt werden konnte. Versuche, den EinfluB von 
Pepsin bei fiir dessen Wirkung giinstigerem pg zu priifen, gaben kein 
positives Resultat. Merkwiirdigerweise beeinfluBt die Zugabe von CaCl, 
die Verstarkung der amylolytischen Kraft durch Labferment sogar 
ungiinstig, obwohl bekanntlich der Zusatz dieses Salzes die Milch- 
gerinnung durch Labferment giinstig beeinfluBt. Endlich soll noch aut 
den KinfluB der Herstellung der Ausziige auf die Freilegung der Amylase 
ruhender Getreide bei der Einwirkung von Labferment hingewiesen 
werden. Es zeigte sich namlich, dab bei langdauerndem, mechanischem 
Schiitteln eine viel schwachere Verstarkung der amylolytischen Kraft 
unter dem EinfluB von Labferment erhalten wird, als bei nur von Zeit 
zu Zeit geschittelten Ausziigen, was jedoch bei der Einwirkung von 
-apain nicht beobachtet werden konnte. Aus diesem besonderen Ver- 
halten der Ausziige kénnte man folgern, daB das Labferment anders wie 
’apain auf die hier in Frage kommenden Eiweibstoffe wirkt, und zwar 
daB das Labferment die Eiweibe in gréBere Komplexe spaltet (vielleicht 
nur physikalische Desaggregation ?), welche bei langdauerndem Schitteln 
der Denaturierung unterliegen. Bei der Papainwirkung werden die Ei- 
weibstoffe weiter abgebaut. Diese Abbauprodukte unterliegen entweder 
unter diesen Bedingungen keiner Denaturierung, oder sie verhiiten die 
Denaturierung der hochmolekularen Eiweibstoffe (wirken also wie unsere 
Eleutosubstanzen?). Bei dem Denaturieren (Bildung von Sistosubstanz?) 
wird die schon freigelegte Amylase wieder gebunden und deshalb wird 


TT. Chrzqszez u. J. Janicki, Biochem. J. 28, 1949, 1934. 2 Die- 
selben, diese Zeitschr. 263, 250, 1933; 265, 260, 1933. 3 Dieselben, eben- 
da 260, 354, 1933; 264, 192, 1933. 
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bei den stark geschittelten Ausziigen durch die Einwirkung des Lab- 
ferments eine viel kleinere Menge Amylase freigelegt, als in den unte1 
schonendem Schiitteln hergestellten Ausziigen. 


Zusammentassung, 


Die Untersuchungen iiber den EinfluB des Labferments auf die 
amylolytische Kraft ungekeimter Getreidearten ergaben folgende 
tesultate : 

1. Das Labferment hat, ganz so wie die proteolytischen Enzyme, 
die Fahigkeit, die amylolytische Kraft verschiedener Getreidearten zu 
erhéhen, am starksten die verzuckernde, schwach die dextrinierende und 
verfliissigende Kraft; bei den meisten Getreidearten ist diese Fahigkeit 
im Vergleich mit der Papainwirkung nur etwas schwacher oder gleich 
und bei dem Hafer und Buchweizen sogar noch viel starker. 

2. Die bei der Einwirkung des Labfermentpraparats  erzielte 
Verstarkung der amylolytischen Kraft stammt nicht von eventuellen 
Beimengungen von Pepsin in diesen Praparaten. 

3. Die Zugabe von CaCl, wirkt auf die Erhéhung der aktiven 
Amvlasemenge durch Labferment ungiinstig. 
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Radiumemanation und die Phosphorabgabe des Froschmuskels. 


Von 
0. V. Hykes und J. Rerabek. 


fAus dem Institut fiir allgemeine Biologie und Parasitologie der Tier- 
arztlichen Hochschule Brno (Tschechoslowakei).] 


(Eingegangen am 12. April 1935.) 


Kinleitung. 


Ausgehend von der Beobachtung, daB nach angestrengter Muskel- 
arbeit sehr grobe Mengen an Phosphorsiure im Harn ausgeschieden 
werden, versuchte Embden (6) eine direkte P-Abgabe seitens des Muskels 
festzustellen; es ist ihm und seinen Mitarbeitern wirklich gelungen, an 
den isolierten Froschmuskeln den P-Austritt in die umgebende Ringer 
l6sung nachzuweisen. Dieser Befund wurde von anderen Autoren be- 
statigt; die Erklirung Embdens jedoch, daB es sich hier um Perme- 
abilitatserscheinungen der Muskelfasergrenzschichten handelt, wurde 
nicht allgemein angenommen. 


Embden und Adler (7) haben den beobachteten P-Austritt aus den frisch 
praparierten Froschmuskeln als eine Folge der Praparation angesehen; denn 
nach einer gewissen Zeit bleibt die P-Abgabe beim ruhenden Muskel aus. 
Bei direkter Muskelreizung und bei Ermiidung erhéht sich die P-Abgabe. 
Erhéhung der Temperatur steigert auch die Menge des ausgeschiedenen 
Phosphors. Rohrzuckerlésung (isotonisch) fiihrt zu demselben Ergebnis, 
Curarisierung des Muskels erniedrigt aber den P-Verlust. In isotonischer 
Kaliumchlorid- oder Kaliumsulfatlésung geben die Muskeln nach Vogel (19) 
kleinere P-Mengen ab, als normale Muskeln ohne Kaliumsalzlésung. Nach 
Weiss fiihrt auch eine dauernde Durchstr6mung des Muskels mit einem nicht 
zu Erregung fiihrenden galvanischen Strom zu einer Permeabilitatserhéhung. 
Ebenso veranlaBt Reizung mit Einzelinduktionsschlagen, die keine Muskel- 
kontraktion hervorrufen, eine deutlich erkennbare P-Ausscheidung. Beide 
Erscheinungen waren nach Weiss auffallender beim Musculus semimembra- 
nosus als beim Gastrocnemius, wie schon vorher Behrendt (1) beobachtet 
hatte; dieser gab als Erklarung die zartere Beschaffenheit der Grenzschichten 
des Musculus semimembranosus an. Adrenalin erniedrigt nach Lange (12) 
die P-Abgabe durch die Muskelfasergrenzschichten. Unter anaeroben Be- 
dingungen (bei Muskeln in Wasserstoffatmosphare) steigt nach Simon (17) 
die P-Ausscheidung. Alle diese Arbeiten der Embdenschen Schule gingen 
von der Vorstellung aus, da Muskeltatigkeit, Muskelermiidung wie auch 
Muskellahmung durch irgendwelche Eingriffe von einer Erhéhung der 
Permeabilitat der Muskelgrenzschichten begleitet sind, so daB sich unter 
diesen Bedingungen in der umgebenden Fliissigkeit immer eine gréere 
P-Menge findet. Diese Erklarung wurde von anderen Autoren nicht 
akzeptiert. So hat Stella (18) die gesteigerte P-Abgabe des tatigen Muskels 
nicht auf Permeabilitatserhédhung, sondern auf eine Steigerung des Phos- 
phagenabbaues zuriickgefiihrt. Dabei verlaBt die Phosphorsiure den Muskel 





. 
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in erster Reihe durch die |ymphatischen Réiume, der Austritt durch die 
Muskelfasergrenzschichten ist aber sehr gering. Ernst und Csacs (8) kamen 
auf Grund ihrer Versuche mit dem Lawen-Trendelenburgschen Praparat zu 
dem Schlu®, dai der Muskel Phosphorsaure nur bei direkter Reizung, nicht 
aber bei indirektem Reiz tiber den Nery abgibt. Die P-Ditfusion ware also 
eine Folge der Muskelschadigung durch die direkte Reizung. Dagegen 
behaupten Jijim und Tichelshaja (10), daB auch bei indirekter Reizung des 
Muskels Phosphor abgegeben wird und daB auch ein ruhender Muskel fort 
dauernd, tnd nicht zeitlich beschrankt, wie es Embden behauptet, Phosphor 
saure abgibt. In einer weiteren Arbeit bestatigten /ljin und Tichalskaja (11), 
dal’ Erstickung des Muskels in Wasserstoff zu erhéhter P-Abgabe fiihrt. 
und sie zeigten daneben, dai auch CO, diese Erhéhung begiinstigt. Car 
doso (4) beobachtete ebenfalls P-Austritt aus dem tatigen Muskel, und nach 
seinen Versuchen, die den Einflu® verschiedener Temperaturen verfolgten, 
kam er zu dem SchluB, da es sich nicht um Permeabilitaétserscheinungen, 
sondern um chemische Vorgainge handelt. In einer neueren Arbeit be 
schaftigte sich Cardoso (5) mit dem Verhaltnis zwischen der Kreatin- und 
Phosphorabgabe, die beim ruhenden wie beim tatigen Muskel unverandert 
bleibt. Ein mit Monobromessigsaure vergifteter Muskel gab beide Stoffe in 
erhéhter Menge ab, aber diesmal blieb die P-Menge hinter der des aus 
veschiedenen Kreatins zuriick. In der neuesten Zeit haben Seymour Robbins 
und Wilhelm (16) bewiesen, daB beim direkt gereizten Muskel die P-Aus- 
scheidung fast ausschlieBlich auf die anodische Muskelhalfte beschrankt ist, 
oder dort wenigstens bedeutend iiberwiegt, so dai es sich hier um eine polar 
lokalisierte Erscheinung handelt. 


In vorliegender Arbeit versuchten wir, die von anderen Autoren 


nachgewiesene Phosphorausscheidung des ruhenden wie des tatigen 
Muskels durch Radiumemanation zu beeinflussen. Es ist bekannt, dab 
das Radium auf die Grenzschichtenerscheinungen stark einwirkt 
[Herwerden (9), Mascherpa (13), Packard (15)]. Dies zeigten besonders 
die Permeabilitatserscheinungen bei Pflanzenmaterialien. Aber auch 


Beeinflussung der chemischen Vorgange durch das Radium sind wohl 
bekannt. Es diirfte also die Anwendung der Radiumemanation auf dic 
bis heute noch nicht véllig geklarte Erscheinung des Phosphoraustrittes 
beim Muskel nicht ganz ohne Wert sein. 


Methodik. 


Verwendet wurden zu den Versuchen Gastrocnemiusmuskel mit Nerv 
und Femur von Fréschen. Der Frosch (Rana temporaria und R. esculenta) 
wurde getétet, die Préparation des Nervenmuskelpraparats mdglichst 
schnell durchgefiihrt (N. ischiadicus wurde aus der Muskulatur heraus- 
geschnitten, statt ihn stumpf mit der Sonde freizulegen). Die ganze Pra- 
paration dauerte 4 bis langstens 5 Minuten. Um eventuelle Fehler, welche 
durch erhéhte Phosphorsiéiureabgabe infolge der Préparation entstehen 
konnten zu entfernen oder wenigstens auszugleichen, wurden die Praparate 
vor dem Versuch 10 Minuten in normale Ringerl6sung gelegt. Wahrend dieser 
Zeit wurden zwei kleine Glaszylinder folgendermaBen gefiillt ; in eines kamen 
21 cem normaler Ringerlésung, in das zweite 21 cem Ringerlésung mit Ra- 
Emanation. Die Ringerlésung bestand aus: NaCl 0,6°,, KCI 0,035, CaCl, 
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0,02°,, NaHCO, 0,01 bis 0,02°,, und ihr pa sehwankte zwischen 6.85 
bis 6,9. Dies gilt fiir alle Versuche. 

Als Radiumemanationsquelle diente ein Emanationsapparat Radium- 
chema (Kolin-Jdadchymov) vom Typus E. Der Radiumtrager ist im Inneren 
des Apparats angebracht. Wird der Apparat mit 300 com Wasser gefiillt, 
so enthalt dieses nach 24 Stunden Ra-Em. in einer Konzentration von 
100000 ME., nach 48 Stunden 200000 ME. In der benutzten Menge von 
21 cem Ringerlésung waren also nach 24 Stunden 25,5 .10 7 Curie. Nach 
48 Stunden glich die Ladung ungefahr 51 . 10-7 Curie. Die Ra-Em.-haltige 
tingerl6sung muB man, um etwaigen Verlusten vorzubeugen, vorsichtig der 
Wand entlang in die VersuchsgefaBe einlaufen lassen. 

Nachdem die Préaparate 10 Minuten in normaler Ringerlésung lagen, 
wurden sie gleichzeitig herausgenommen und in die mit Versuchsfliissig- 
keiten gefiillten und in einem Wasserbad von bestimmter Temperatur 
untergebrachten GefaiBe eingehangt. Der Femur war dabei in einer Klammer 
fixiert und der Muskel in der Fliissigkeit untergetaucht. Sauerstoff wurde 
nicht hindurchgeleitet. In jenen Versuchen, in denen die Phosphorsaure- 
abgabe der Muskeln bei gleichzeitiger Muskelarbeit beobachtet wurde, 
wurden die Nerven mittels Induktionsschligen jede zweite Sekunde gereizt. 
Die Versuchsdauer bei dem ruhenden wie bei dem arbeitenden Muskel 
wahrte immer 20 Minuten. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Priparate 
gleichzeitig hereusgenommen und die Ringerlésungen auf Phosphor unter- 
sucht. Dabei wurden immer je 5cem der Lésungen analysiert und aus 
mehreren Analysen die Mittelwerte berechnet. Die Analysen wurden nach 
der von Briggs (3) modifizierten kolorimetrischen Methode Bell-Doisys (2) 
durchgetiilirt. 

Die Versuche wurden in folgende Gruppen eingeteilt: 

1. Vergleich der P-Abgabe des ruhenden Muskels in normaler und 
Ra- Em.-haltiger Ringerlésung. 

2. Dasselbe bei gleichzeitiger Muskeltatigkeit. 

3. TemperatureinfluB in beiden Versuchsanordnungen. 

4. Verinderungen der P-Abgabe nach langdauernder Kinwirkung 

von verschieden starken Ra-Em.-Konzentrationen. 


Versuche, 
A. Der Einjlup verschieden starker Ra-Em.-haltiger Ringerlésungen auf dic 
Phosphorsdureabqabe des ruhenden Muskels. 


Da es sich in diesen Versuchen darum handelte, die Phosphorsiure- 


abgabe bei méglichst gleich groBen Muskeln vergleichen zu kénnen, 
wurde so vorgegangen, da der Gastrocnemius des einen FuBbes (ein 
und desselben Individiums) in normaler Ringerlésung, der Gastro- 
cnemius des anderen FuBes in Ra-Em.-Ringerlosung untergetaucht wurde. 
Nach 20 Minuten wurden dann die Lésungen auf Phosphor untersucht. 

Versuch 1. Frosch, 9, klein. Temperatur 18°C. Die Ra-Em.-Lésung 
war dem Apparat nach 24 Stunden entnommen worden. Bei der Analyse 
wurde gefunden: In normaler Ringerlésung 0.01247 mg P, in Ra-Em. 
Ringerlésung 0,08039 mg P. In der Ra-Em.-Lésung war also die P-Abgabe 
des Muskels um 544,6°, erhdht. 


J 
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Versuch 2. Frosch, Q, klein. Temperatur 16°C. Die Lésung wa 
48 Stunden im Apparat bestrahlt. Ra-Em.-Menge derselben 51 . 10-7 Curie 
In der Kontrolle wurden 0,013947 mg P, in der Ra-Em.-Lésung 0,077 868 my 
P gefunden. Mehrabgabe an P 458,2°). 

Versuch 3. Frosch, ot, Temperatur 18°C. Hier wurde eine nach 
21 Stunden dem Apparat entnommene Fliissigkeit benutzt. Die Ra-Em. 
Menge betragt also < 25,5. 10 7 Curie. Der Kontrollmuskel gab 0,021 921 mg 
P, der mit Ra-Em. behandelte Muskel 0,075557 mg P. Mehrabgabe an P 
um 244,66%. 

Versuch 4. Frosch, 92, Temperatur 18°C. Die radioaktive Ringe: 
l6sung nach 47 Stunden dem Apparat entnommen. Die Radioaktivitat 
gleicht ungefahr 51 .10-7 Curie. In der Kontrolle ergab sich 0,014873 mg 
P, in der Emanationsflissigkeit 0,11461 mg P, also eine Mehrabgabe an P 
um 670,8%. 

Versuch 5. Frosch, 9, Temperatur 16°C. Untersucht wurde di 
Wirkung einer 69 Stunden im Apparat belassenen Lésung. Die Ra-Em. 
Menge der 21 cem betragt > 51.10-7 Curie. Der Kontrollmuskel gab bei 
der Analyse 0,0091504 mg P, der Versuchsmuskel 0,12045 mg P, d. i. um 
1216,3°% an P mehr. 

Wie aus diesen Orientierungsversuchen hervorgeht, gibt der ruhend: 
mit Ra-Em.- bestrahlte Muskel im Vergleich zum normalen Muskel ein 
erhohte Menge an Phosphorsdure ab. Der Wert dieser erhéhten Ab- 
gabe bewegte sich in diesen Versuchen zwischen 244 bis 1216,3°,. 
Im Versuch 2 mit etwa zweimal so groBer Ra-Em.-Menge als im Versuch 3, 
bei fast gleicher Muskelgr6éBe, betragt die Erhéhung beinahe genau das 
Doppelte. Dies wiirde mit der doppelten Aktivitat der radioaktiven 
Lésung tibereinstimmen. Da aber doch zwischen den GréBenverhaltnissen 
der benutzten Frésche Unterschiede bestehen, so ist es nicht méglich, 
die Ergebnisse der einzelnen Versuche mathematisch miteinander zu 
vergleichen. 


B., Weitere Versuche verjolgen die Verdnderung der P-Abgabe des arbeitenden 
Muskels nach Einwirkung von Ra-Em. Die Muskeln wurden wie in der 
vorangegangenen Serie eimerseits in normaler, andererseits in Ra-Em. haltiger 
Ringerlésiung untersucht. Wdhrend der Versuchsdauer von 20 Minuten 
wurden sie aber (jede zweite Sekunde) mit Induktionsschlagen indirekt qereizt. 


Versuch 1. Frosch, 9, Versuchstemperatur 21°C. Re-Em. haltige 
Ringerlésung nach 14 Stunden dem Apparat entnommen, hat also eine 
Menge ven < 25,5.10-7 Curie. Die normale Ringerlésung gab bei der 
Analyse 0,014513 mg P, die Ra-Em.-Lésung 0,074683 mg P, also um 
414,7°4 mehr. 

Versuch 2. Frosch, o', Temperatur 18° C. Die Emanationsfliissigkeit 
nach 24 Stunden benutzt, hat also 25,5 . 10-7 Curie. In der Kontrolle wurden 
0,018057 mg P, in der Versuchslésung 0,097 79 mg P gefunden. Der Versuchs- 
muskel hatte um 441,59 mehr P abgegeben. 

Versuch 3. Frosch, 2, Temperatur 18°C. Emanationsfliissigkeit 
nach 24stiindiger Bestrahlung (25,5.10-7 Curie). Die Kontrolle gab 
0,022966 mg P, die Ra-Em.-Lésung 0,10659 mg P, also um 364,1°4 mehr. 
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Radiumemanation und Phosphorabgabe des Froschmuskels. 

Versuch 4. Frosch, 2, Temperatur 18° CG. 38 Stunden lang mit Ra-Em. 
behandelte Ringerl6sung. Ra-Em.-Menge < 51. 10-7 Curie. In der Kon- 
trolle wurden 0,030225 mg P, in der Ra-Em.-Lésung 0,14841 mg P ge- 
funden, also um 391% mehr. 

Versuch 5. Frosch, 9, Versuchstemperatur 18°C. Die Ra-Em.- 
Ringerlésung nach 48 Stunden dem Apparat entnommen. Ra-Em.-Menge 
<51.10°7 Curie. Die Praparate wurden zuerst 20 Minuten lang in Ruhe 
das eine in normaler, das andere in Ra-Em.-Ringerlésung — hangengelassen. 
Hierauf wurden die Lésungen durch frische ersetzt und die Muskeln erst 
jetzt 20 Minuten lang indirekt gereizt. Die Analyse dieser zweiten Lésung 
ergab fiir den Kontrollmuskel 0,010899 mg P, fiir den Versuchsmuskel 
0,098746 mg P. Obzwar die Praparate erst nach 20 Minuten, wihrend 
welchen sie bereits eine bedeutende Menge an H, PO, abgegeben hatten, zu 
dem eigentlichen Versuch benutzt wurden, so war die Phosphorabgabe bei 
beiden arbeitenden Muskeln auch weiter erhalten geblieben, ja sie hatte sich 
bei dem mit Ra-Em. behandelten Muskel noch um 805,95° erhdht. 


Versuch 6. Frosch, 9, Versuchstemperatur schwankte zwischen 17 bis 
18’ C. Ra-Em.-Ringerlésung nach 48stiindigem Aufenthalt im Apparat 
benutzt, hat also eine Ra-Em.-Menge von 51. 10-7 Curie. Die Kontrolle 
ergab 0,013393 mg P, die Versuchslésung 0,11879 mg P. Mehrabgabe an P 
um 787,2%. 

Versuch 7. Frosch, 9, Temperatur schwankt zwischen 18 bis 20° C. 
Ra-Em.-Menge 51.10-* Curie. Die Kontrolle gab bei der Analyse 
0,016735 mg P, die Ra-Em.-Lésung 0,12318 mg P, also um 636,2°; mehr. 

Versuch 8. Frosch, 9, Temperatur 20,5°C. In diesen und allen 
weiteren Versuchen wurde die Emanationsfliissigkeit erst nach mehr als 
60 Stunden dem Apparat entnommen. Die Ra-Em.-Menge betrug > 51.10°7 
Curie. Die Phosphormenge der Kontrolle wurde mit 0,019737 mg P, die der 
Versuchslésung mit 0,11302 mg P bestimmt. Der Versuchsmuskel hatte also 
um 472,5°, mehr an P abgegeben. 


Versuch 9. Frosch, @, Temperatur 15°C. Dieselbe Menge an Ra-Em. 
wie vorher. Der Kontrollmuskel gab 0,017918 mg P, der Versuchsmuskel 
0,13773 mg P, also um 668,5°4 mehr ab. 


Versuch 10. Frosch. Ringerlésung mit einer Menge an Ra-Em. 
> 51.10-7 Curie. Beide Nervenmuskelpraiparate in die betreffenden 
Lésungen eingehangt und in ihnen 20 Minuten ohne Reizung belassen. Hier- 
auf wurden die Lésungen durch frische ersetzt und die Praparate 20 Minuten 
lang auf iibliche Weise gereizt. Die Analyse der Ringerlésungen, in denen 
die ungereizten Muskeln untergetaucht waren, ergab fiir die Kontrolle 
0,009 1504 mg P, fiir den Versuchsmuskel 0,12045 mg P, also um 1216,3°6 
mehr. In der zweiten Versuchshalfte (ermiidete Muskeln) wurde fiir den 
Kontrollmuskel 0,081082 mg P, fiir den Versuchsmuskel 0,11765 mg P 
festgestellt. Die Phosphorsiureabgabe des Versuchsmuskels war um 
1350,6°, gréBer als die der Kontrolle. Sie ist aber auch gréBer als in der 
ersten Versuchshalfte, obzwar beide Muskeln schon dort eine bedeutende 
Menge an H,PO, abgegeben hatten. Ermiidung und gleichzeitige Be- 
strahlung erhéhen also die Phosphorsiureabgabe mehr als bloBe Arbeit 
ohne Bestrahlung. 


Radiumemanation steigert bei gleichzeitiger Arbeit des Muskels dic 
Abgabe von Phosphorsdure. Man kann sogar in den Resultaten der 
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. . % . . . , 
einzelnen Analysen eine Ubereinstimmung zwischen dem Werte der 


P-Abgabe und dem der Konzentration der Ra- Em. -haltigen Ringerlésung 
finden. 


C'. In dieser Gruppe von Versuchen wird der BinfluB der Temperatur auf dic 
Phosphorsdureabgabe des Muskels in physiologischer Lésung mit Ra-Em. 
untersucht. Die Muskeln waren dabei einerseits in Ruhe, andererseits wurden 
sie gereizt. 

Die Ra- Km.-haltige Ringerlosung wurde dem Apparate immer nach 
24 oder 48 Stunden entnommen. Die Menge an Ra-Em. betrug also 
entweder 25,5. 10-7 oder 51 .10-7 Curie. Die beiden Gastrocnemius- 
praparate eines Frosches wurden in Loésungen (einerseits normale 
andererseits Ra-Em,-haltige Losung) eingehangt, deren Temperatur 
entweder gleich hoch oder gleich niedrig war, oder sie wurden ver- 
schiedenen Temperaturen ausgesetzt. Die GefaBe mit Lésungen waren 
dann einzeln in selbstandigen Wasserbadern untergebracht. Der Tempe 
raturunterschied beider Fliissigkeiten betrug in diesem Falle immer etwa 
20°C. Die Aufenthaltsdauer der Musk‘In in den Lésungen wahrte 
wiederum 20 Minuten. 


Versuch 1. Frosch, o', Versuchstemperatur beider Lésungen 28 bis 
299 C. Ra-Em.-Ringerlésung 25,5.10°7 Curie. Das zweite Praparat in 
normaler Ringerlésung. Beide Muskeln in Ruhe. Bei der Analyse ergal 
sich fiir die Kontrolle 0,016157 mg P, fir den Versuchsmuskel 0,075 595 my 
P, die Phosphorsiureabgabe war um 367,8°, erhéht. 

Versuch 2. Frosch, ot, Temperatur beider Lésungen 10,5° C, also fast 
um 20° © niedriger als im vorangegangenen Versuch. Ra-Em.-Lésung hat 
25,5.10-7 Curie. Die Kontrolle gab 0,011721 mg P, der mit Ra-Em. be- 
strahlte Muskel 0,043831 mg P ab, also um 274°§ mehr. Wenn man diese 
Werte mit jenen des vorangehenden Versuchs vergleicht, so sieht man, 
da8B nicht nur der absolute Wert des ausgeschiedenen Phosphors zugleich 
mit erniedrigter Temperatur abgenommen hat (0,043 831 gegen 0,075 595 mg P 
im vorigen Versuch), sondern auch der Unterschied zwischen dem Werte 
der Phosphorsiureabgabe des Versuchs- und des Kontrollmuskels (hie 
274°, oben 367,8° 5) um 93,8% erniedrigi ist. 

Versuch 3. Beide Priparate (ein und desselben Frosches) in Emanation 
enthaltende Fliissigkeiten von 25,5 . 10-7 Curie eingehangt. Die Temperatu 
der einen Lésung betrug 30° C, die der anderen 10°C. Die Analyse ergal 
fiir den in warmer Ra-Em.-Lésung eingehingten Muskel 0,047 286 mg P. 
fiir den in kalter Ra-Em.-Lésung 0,042255 mg P. Unterschied 11,91°, 

Versuch 4. Frosch, 9. Normale Ringerlésungen, die eine von 32° ©, 
die andere von 10° ©. Bei der Analyse wurde in normaler 32° warmer Ringe! 
lésung 0,011367 mg P, in der 10° C warmen normalen Ringerlésung 
0,0094658 mg P gefunden. Unterschied 20,083°%. 

Versuch 5. Frosch, 2. Beide Praparate hangen in Ra-Em.-Lésungen 
von 51. 10-7 Curie (doppelte Menge). Temperatur der einen 31° C, die det 
anderen 9°C. Bei 31° C wurden 0,069231 mg P, bei 9° C 0,053731 mg P 
festgestellt. Die Phosphorsiureabgabe war durch die erhéhte Temperatu: 
wahrend der Bestrahlung um 28,85°, gesteigert worden. 
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Versuch 6. Frosch, ot. Beide Praparate in normalen Ringerlésungen. 
Temperatur der einen 31°C, die der anderen 9°C. Bei 31°C hatte der 
Muskel 0,012364 mg P, bei 9° C 0,0090128 mg P abgegeben. Der Unter- 
schied macht 37,18°) aus. 

Versuch 7. Frosch, Q. In diesem und weiter folgenden Versuchen 
wurden die Nervenmuskelpraparate wiederum indirekt gereizt. Ra-Em..- 
Ringerlésung von 25,5.10°7 Curie. Ein Praparat ist in normaler, ein 
zweites in Ra-Em.-Ringerlésung eingehingt. Versuchstemperatur 28 bis 
299 C. Fiir den normalen arbeitenden Muskel wird bei der Analyse eine 
P-Abgabe von 0,019915 mg, fiir den arbeitenden mit Ra-Em. bestrahlten 
Muskel eine Abgabe von 0,10307 mg P festgestellt. Erhéhung um 417,5°,. 

Versuch 8. Frosch, 9, Temperatur 11°C. Ein Praparat in normaler, 
das zweite in Ra-Em.-Ringerl6sung von 25,5. 10-7 Curie. Beide Muskeln 
gereizt. Der normale arbeitende Muskel gab 0,019535 mg P, der bestrahlte 
arbeitende Muskel 0,086598 mg P ab. P-Abgabeerh6hung um 343,2°,. 
Wie ersichtlich ist, sinken mit abfallender Temperatur sowohl die absoluten 
Werte des ausgeschiedenen Phosphors, als auch die relativen Unterschiede. 

Versuch 9. Frosch, 9. Beide Praparate in Ra-Em.-Ringerlésung von 
25,5. 10-7 Curie. Temperatur der einen 30° C, der anderen 10° C. Indirekte 
Reizung. In der 31°C warmen Ra-Em.-Lésung wurden 0,10419 mg P, in 
der 10°C warmen 0,054616 mg P festgestellt. Die Phosphorséureaus- 
scheidung ist um 90,75° 5 erhéht. 

Versuch 10. Frosch, 2. Beide Praparate in Ra-Em.-Ringerlésungen 
von 51. 10-7 Curie. Temperatur 31,5° und 8° C. Muskelermiidung. In der 
Lésung von 31,5° C wurden 0,079438 mg P, in jener von 8° C 0,071 112 mg P 
gefunden. Die P-Abgabe war um 11,71°% erhdéht. 

Versuch 11. Frosch, 9. Beide Praparate in normaler Ringerlésung. 
Temperatur der einen 29° C, die der anderen 10°C. Muskeln ermiidet. Bei 
der Analyse fand sich, daB der bei 29° C arbeitende Muskel 0,019279 mg P, 
jener bei 10°C 0,018433 mg P abgegeben hatte. Die P-Abgabe des in 
warmerer Losung arbeitenden Muskels war um 4,59°; erhéht. 

Mit erhéhter Temperatur steigt auch die P-Abgabe sowohl des 
ruhenden als auch (aber weniger) des elektrisch gereizten Frosch- 
muskels. Wird der Muskel bei gleichzeitigem Einflu8 von Ra-Em. 
erhéhter Temperatur ausgesetzt, so findet man, daB beim Muskel in 
tuhe der Einflu8 der Temperatur in den Hintergrund tritt. Wenn man 
dann die durch Temperatur erzielte Erhéhung der P-Menge in Ra- Em.- 
enthaltender Ringerlésung mit der P-Erhéhung, die unter dem 
TemperatureinfluB in normaler Ringerlésung stattgefunden hat, ver- 
gleicht, so zeigt es sich, daB die Endwerte einander nahe stehen. Cb- 
wohl man dabei den Umstand in Betracht ziehen mu, daB die 
Ra- Em.-Menge mit steigender Temperatur sinkt, so kann man trotzdem 
urteilen, daB der Einflu8 der Temperatur auf den Muskel in Ra-Em. 
-haltiger Ringerlésung geringer ist als auf den Kontrollmuskel. Arbeitet 
der Muskel in normaler Ringerlésung und steigt die Temperatur, so 
findet man, daB die erhéhte Temperatur zwar die Phosphorsiureabgabe 
erhéht, aber dies geschieht nur in geringem MaBe. 
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D. In dieser letzten Gruppe wurden die Verdnderungen der Phosphorsdure 
abgabe des ruhenden Muskels unter langdauerndem Einflup verschieden 
konzentrierter Ra-Em.-Lésungen untersucht. 


Versuch 1. Frosch, co, Versuchstemperatur 18°C. Das eine Nerven 
muskelpraparat ist in normaler Ringerl6sung, das zweite in einer Ra-Em.- 
Lésung von 25,5. 10-7 Curie untergetaucht. Beide Praparate verbleiben in 
den Lésungen 60 Minuten. Die Analyse ergab in der normalen Ringer- 
losung 0,040806 mg P, in Ra-Em.-Lésung 0,050572 mg P, also um 23,93°¢ 
mehr. 

Versuch 2. Frosch, 9, Temperatur 18,5° C. Ra-Em.-Lésung wie vorher, 
Kontrolle in normaler Ringerlésung. Alle 20 Minuten werden die beiden 
Losungen durch frische ersetzt. Im ganzen dauerte der Versuch 1 Stunde 
und die Lésungen wurden dreimal gewechselt. Die Analyse der Loésungen 
aus den ersten 20 Minuten ergab: Kontrolle 0,0217 mg P, Versuchslésung 
0,04122 mg P. P-Abgabeerh6hung um 89,95°5. Die Analyse der zweiten 
Lésungen ergab: fiir den Kontrollmuskel eine Abgabe von 0,01696 mg P, 
fiir den Versuchsmuskel 0,01587 mg P, also eine Erniedrigung um 6,868%. 
Die dritte Analyse ergab: Kontrolle 0,00917mg P, Versuchsmuskel 
0,0098 mg P. P-Abgabeerh6hung um 6,87°,. Der mit Ra-Em. bestrahlte 
Muskel hatte also wiaihrend der ganzen 60 Minuten um 89,96°, mehr an 
Phosphor abgegeben. 

Versuch 3. Frosch, 9, Temperatur 19°C. Ra-Em.-Ringerlésung wie 
vorher. Wie im vorigen Versuch wurden die Lésungen alle 20 Minuten ge- 
wechselt. Analyse der Lésungen der ersten 20 Minuten: Kontrolle 
0,01629 mg P, mit Ra-Em. bestrahlter Muskel 0,0354 mg P. Die P-Abgabe 
des mit Ra-Em. bestrahlten Muskels war um 117,3°¢ erhéht. Zweite Ana- 
lyse: Kontrolle 0,02055 mg P, Ra-Em.-Lésung 0,02504 mg P. P-Abgabe- 
erhéhung um 21,85°3. Dritte Analyse: Kontrolle 0,01039 mg P, Versuchs- 
muskel 0,0215 mg P, also um 106,9% an Pmehr. Der mit Ra-Em. behandelte 
Muskel hatte also wiihrend der 60 Minuten um 246,05°4 mehr Phosphor 
ausgeschieden. 

Versuch 4. Frosch, 2, Versuchstemperatur 193°C. Ra-Em.-Ringer- 
losung von 51.10-7 Curie. Die L6sungen wurden wie vorher gewechselt. Die 
erste Analyse ergab: fiir die Kontrolle 0.0191 mg P, fiir den mit Ra-Em. 
bestrahlten Muskel 0,0415 mg P, also um 117,3°G mehr. Die zweite Analyse : 
Kontrolle 0,0143 mg P, Versuchsmuskel 0,019 mg P, also eine P-Abgabe 
erhéhung um 32,87°%,. Die dritte Analyse ergab: Kontrolle 0,01592 mg P, 
der mit Ra-Em. behandelte Muskel 0,0199 mg P, also um 25° mehr. Der 
mit Ra-Em. bestrahlte Muskel hatte also wahrend der 60 Minuten um 
175,17°§ mehr Phosphor ausgeschieden als der Kontrollmuskel. 

Versuch 5. Frosch, 9, Versuchstemperatur 19°C. Ra-Em.-Ringer- 
losung > 51. 10-7 Curie. Lésungen dreimal gewechselt. Erste Analyse: 
Kontrolle 0,01489 mg P, Versuchsmuskel 0,0317 mg P, also um 112,9°,, 
mehr. Zweite Analyse: Kontrolle 0,01352mg P, Versuchsmuskel 
0,02155 mg P, also um 59,3994 mehr. Dritte Analyse: Kontrolle 0,009 85 mg 
P, Versuchsmuskel 0,0134 mg P, also um 36,04% mehr. Die Phosphor- 
ausscheidung des Versuchs-Muskels war im ganzen um 208,33, erhdht. 

Versuch 6. Frosch, Q. Beide Priparate waren in Ra-Em.-Ringer- 
lé6sungen von 25,5.10°7 Curie eingetaucht. Die Temperatur der einen 
Lésung betrug 9 bis 11°C, die der anderen 30° C. Die Lésungen wurden 
wahrend der Versuchsdauer (60 Minuten) dreimal gewechselt. Die erste 
Analyse ergab fiir den in 11°C warmer Ra-Em.-Ringerlésung untergetauchten 
Muskel eine Abgabe von 0,0302 mg P, fiir jenen in 30° C warmer Ra-Em. 
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Losung 0.0355 mg P. Dieser Muskel hatte also bei einer Temperatur von 
30° C um 17,55°, mehr Phosphor ausgeschieden. Die zweite Analyse ergab: 
fir die 11° C warme Lésung 0,03 mg P, fiir die 32°C warme 0,03625 mg P. 
Die P-Abgabe war also um 20,83°6 erhéht. Die dritte Analyse ergab: in 
der Ra-Em.-Lésung von 9° C 0,0188 mg P, in der Ra-Em.-Lésung von 31° C 
0,018 mg P. In diesem Falle ist die P-Ausscheidung um 4,24°3 gesunken. 
Die Phosphorsiureabgabe des mit Ra-Em. bestrahlten Muskels bei 30° C 
war im ganzen aber um 34,153°, erbéht. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsgruppe deuten darauf hin, dab 
durch langdauernden Aufenthalt der Muskeln in’ Ra- Em. enthaltender 
Ringerlosung nicht eine fortgesetzte Stergerung der Phosphorsdureabgab: 
hervorgerufen wird. Diese Abgabe wird zwar durch Ra-Em. voriiber- 
gehend erhéht, nach kurzer Zeit tritt aber diese Steigerung zuriick, 
und so kommt es, dab sich die Endwerte der vom normalen und vom 
hestirahiten Muskel ausgeschiedenen Phosphorséure einander nahern. 


Besprechung der Ergebnisse. 


In allen unseren Versuchen wurde die Abgabe von Phosphor an 
den Nerven-muskelpraparaten (von Fréschen) untersucht. Die schon 
von Embden beobachtete P-Abgabe des ruhenden Muskels wurde durch 
die Einwirkung von Radiumemanation (25,5. 10-* bis 51. 10-7 Curie) 
um mehrere Prozent gesteigert. Denselben EinfluB hatte die Emanation 
auf den gereizten Muskel. Der indirekt (iiber den Nerv) gereizte Muskel 
gibt, wie dies Jljin und Tichalskaja (10) zum erstenmal fanden, Ernst 
und Csucs (8) aber nicht bestatigen konnten, eine gréBere Menge an 
Phosphorsaure ab. Unsere Beobachtungen zeigen, daB sich die Phos- 
phorabgabe des Muskels (unter physiologischen Reizungsbedingungen 
iiber den Nerv) wirklich bedeutend erhéht. Unter Ra-Em.-Einflu®B wird 
diese erhéhte P-Abgabe auch bei dieser Versuchsanordnung noch weiter 
gesteigert, eine Erscheinung, die nicht der Muskelbeschadigung, sondern 
der Muskeltatigkeit zuzuschreiben ist. Diese stimulierende Wirkung 
der Radiumemanation ist aber immer nur auf die erste Zeit der Ein- 
wirkung beschrankt: wahrt der Ra- Em.-EinfluB langer, so erhéht sich 
die P-Abgabe nicht weiter. Auch erhéhte Temperatur vermehrt die 
P-Abgabe des Muskels, hier aber mehr bei dem ruhenden als bei dem 
arbeitenden. Wird aber bei Muskeln, die sich in Ra- Em.-haltiger Ringer- 
lésung befinden, die Temperatur erhéht, so gibt der Muskel nicht 
viel mehr Phosphor ab, und die prozentuale Mehrabgabe (bei der Er- 
héhung der Temperatur) gleicht fast der vom normalen Muskel bei 
derselben Temperaturerhéhung ausgeschiedenen P-Menge. 

In dieser Wirkung der Radiumemanation mu man in erster Linie 
eine Beeinflussung der Permeabilitat der Muskelgrenzschichten sehen. 
Die Radiumemanation erhéht die Permeabilitat des Muskels in der 
Weise, daB die Phosphorsiure schneller in die umgebende Ringer- 
losung diffundiert. Schon Packard (15) fand, daB unter EKinwirkung 
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des Radiums die Permeabilitat der Paramaecien erhéht ist, und van 
Herwerden (9) konstatierte dasselbe fiir die Schwanzepithelien det 
Kaulquappen. In beiden Versuchsreihen wurde ein schnelleres Kin- 
dringen der Stoffe von auBen ins Zellinnere beobachtet. Mascherpa 
und Sgro (14) haben unter dem EinfluB der Radiumemanation eine 
schnelle Abgabe der abgebauten EiweiBstoffe gefunden, und so eine 
kombinierte Wirkung einerseits auf die physikalische Beschaffenheit dei 
Muskeloberflache, andererseits auf die chemischen Vorgainge im Muske| 
selbst erwiesen. Inwieweit in unseren Versuchen diese doppelte Wirkungs- 
weise der Ra-Emanation an der erhéhten P-Abgabe beteiligt ist, mul 
noch weiter untersucht werden. 


Zusammenfassung. 

1. Auch der indirekt, d. h. iiber den Nerv gereizte Muskel gibt 
Phosphorsaure ab. 

2. Radiumemanation bewirkt sowohl beim ruhenden als beim 
indirekt gereizten Muskel eine erhéhte Abgabe des Phosphors. 

3. Steigende Temperatur vermehrt den Phosphoraustritt: beim 
Muskel in Radiumemanation bleibt jedoch diese Wirkung hinter der 
Wirkung der Radiumemanation zuriick. 

4. Unter langdauernder Einwirkung von Ra- Em. steigt die P-Abgabe 
nicht linear, und die gréBte Menge an Phosphor wird in den ersten 
Minuten der Ra-Em.-Einwirkung abgegeben. 

5. Diese Wirkung der Radiumemanation erstreckt sich in erster 
Reihe auf die Permeabilitat, vielleicht aber auch auf chemische Vorgange 
im Muskel selbst. 
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Die Bindung von Heparin an Eiweib. 
Von 
Albert Fiseher. 
(Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg Stiftung in Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 15. April 1935.) 


Mit 10 Abbildungen im Text. 


Die hemmende Wirkung des Heparins auf die Blutgerinnung beruht 
darauf, daB durch Anwesenheit von Heparin das py-Gerinnungs- 
optimum nach der sauren Seite verschoben wird (1). In véllig analoger 
Weise wirkt das Heparin auf das py-Ausflockungsmaximum von 
Proteinen (2) (3). Ein vorher isoelektrisches Protein, dem Heparin 
zugesetzt wird, erhalt namlich eine Aufladung, die wir als Donnan- 
Potential messen konnten (3). Die Gerinnungsgeschwindigkeit ist von 
der freien elektrischen Ladung des gerinnungsauslésenden Proteinions 
abhangig, und zwar nimmt sie mit Zunahme der Ladung ab (4). 


Uber die chemische Bindung von Heparin an Eiwei8 wuBte man 
hisher nichts. Somit war auch tiber die Bindung von Heparin an die 
bei der Blutkoagulation beteiligten EiweiBkérper nichts bekannt. Die 
vorliegenden Untersuchungen beschaftigen sich mit dieser Frage. Das 
Heparin greift in die erste Phase der Blutgerinnung ein, namlich bei der 
Bildung des sogenannten Thrombins, eines Proteins, das den AnstoB 
zur Koagulation des Fibrinogens gibt. Aus friiheren Untersuchungen (5) 
geht hervor, daB der Gerinnung eine Art Denaturierung eines Teils 
der Globuline (,,Prothrombin’) des Plasmas vorausgeht. Eine der 
Wirkungen der Thrombokinase besteht darin, diesen unspezifischen 
Denaturierungsvorgang zu bewerkstelligen. Das Heparin greift nur in 
diese unspezifische Reaktion zwischen ,,Prothrombin™ und _ ,,Thrombo- 
kinase’* ein. Ist naémlich das .,Prothrombin*: durch irgendeinen dena- 
turierenden EinfluB in ,,ThrombineiweiB** umgewandelt, so wird 
der weitere Verlauf der Gerinnung nur wenig durch Heparin be- 
einfluBt. 


Es scheint nunmehr, daB wir im Heparin und seiner Wirkungsweise 
den Schliissel zum Gerinnungsmechanismus gefunden haben. Die hier 
zu beschreibenden Untersuchungen werden aber auBberdem noch etwas 
anderes zeigen: mit Hilfe des Heparins, das durch seine charakte- 
ristischen Eigenschaften so leicht nachweisbar ist, kann man Ver- 
anderungen am Eiweif wahrend seiner allerersten Denaturierungsstadien 
verfolgen. 









A. Fischer: 


I. Dialysierbarkeit des Heparins aus Eiweiblésungen und py. 


Unsere Untersuchungen iiber die Reindarstellung des Heparins (6) (7 
haben ergeben, dab das Heparin eine einbasische Saure mit der Brutto 
formel CygH3.0,,.6H,O ist, woraus sein Kohlenhydratcharakte: 
hervorgeht. Trager der Sauregruppe ist wahrscheinlich eine im Molekii! 
enthaltene Uronséure. Die Dissoziationskonstante ist 2.0 . 1074. 


Es ware dann zu erwarten, daB die Salze des Heparins mit de: 
Kiweiben, die amphotere Elektrolyte sind, nur bei einer Reaktion be 
standig bleiben die saurer ist als der isoelektrische Punkt dieser Eiweil 
kérper. Heparin verhalt sich in dieser Beziehung ebenso, wie es be 
ziiglich der Nucleinsiuren von FL. Hammarsten (8) gezeigt worden ist 
In nicht veréffentlichten Untersuchungen fanden wir, daB EiweiBe und 
auch noch Peptone (Seidenpepton), bei saurer Reaktion von Heparin 
gefallt werden. Bei neutraler oder alkalischer Reaktion bestehen dir 
Heparin-EiweiB-Salze und die EiweiBe nebeneinander, unter der Vor 
aussetzung, daB die KiweiBe sich auf der alkalischen Seite ihres respek 
tiven isoelektrischen Punktes befinden. Von einer gréBeren Anzah!| 
Versuche geben wir hier zwei Versuchsbeispiele an, die mit verschiedenen 
Methoden ausgefiihrt sind. 


Experiment 1294, Als Dialysierhiilse dienten kleine Kollodiumhiilsen, die 
nach der Methode von Gates (9) tiber Gelatinekapseln (Capsulae operculatae 
von etwa 2 cem Inhalt gegossen wurden. Nach Koagulation des Kollodiums 
wurden die Gelatinekapseln, die nun innen mit Kollodium ausgekleidet sind, 
in warmes Wasser gebracht. Hierbei geht die Gelatine in Lésung. Nach 
wiederholter Reinigung blieben die vollstandig von Gelatine befreiten 
Kollodiumhiilsen zuriick. Erst nach sorgfaltiger Priifung unter Druck aut 
Wasserdichtigkeit wurden sie benutzt. Fiir diesen Versuch wurde eine 1°) ige 
Lésung von Eieralbumin in Ringerlésung gestellt. Es wurden 0,5 cem, die aus 
gleichen Teilen Eieralbuminlésung und n/10 Phosphatpuffergemisch be- 
standen, und 0,5 cem einer 0,2°¢igen Heparinlésung in Kollodiumhiilsen 
gebracht. Als AuBenlésung dienten 6 cem eines n/60 Phosphatpuffers vom 
gleichen px wie in den Hiilsen. Das pq fiir diesen Versuch war so: 8,3, 7.3. 
6,2, 5,3, 4,5. AuBerdem wurde eine Kontrolle angesetzt mit Heparin allein 
in gleicher Konzentration wie in den tibrigen Hiilsen, aber ohne Puffer 
und ohne Eiwei8. Alles wurde in der Kalte 24 Stunden dialysiert. 

Die Bestimmung der in die AuBenfliissigkeit herausdialysierten Heparin 
menge geschah folgendermaBen: es wurden die Hemmungswerte ge 
messen, die bei Zusatz einer bestimmten Menge der AuBenl6sung zu einem 
mit konstanten Mengen Gerinnungsstoff versetzten Hiihnerplasma aut- 
traten. Um diese gefundenen Hemmungswerte, in denen sich die heraus 
diffundierte Heparinmenge ausdriickt, in Beziehung zum gesamten Heparin 
in der Kollodiumhiilse am Anfang des Versuchs zu setzen, wurde eine 
Eichkurve hergestellt. Es wurden hierzu 0,5 cem 0,2°,iges Heparin 
zu 6,5ecem Ringer (Gesamtvolumen von Innen- und AuSBenfliissigkeit ) 
gelést. Hiervon wurden bekannte Verdiinnungen hergestellt und deren 
Hemmungswerte mit Hilfe desselben Gerinnungssystems (Plasma + bekannte1 


gerinnungsf6rdernder Stoff) ermittelt. Die Gerinnungswerte sind in rezi 
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proken Zeiten angegeben'. Alle Heparinbestimmungen fiihren wir dadurch 
aus, daB wir die gerinnungshemmende Wirkung messen. 

In Tabelle I und Il und Abb. 1 sind die Versuchsresultate angege ben. 
labelle II zeigt die Gerinnungswerte bei den relativen Verdiinnungen 
der in Frage kommenden Heparinkonzentrationen. 

In Abb. 1 sind die Versuchs- 


ergebnisse der Tabelle I und die Be- Fabelle I. 





zugswerte von Tabelle II aufgetragen. Nr Pa en ee 


Aus diesen Versuchen ist es zu er- 

—_ ' 2: 
sehen (die Kurve links auf der 83 ne 
Abb. 1), wie das Heparin mit zu- 3 73 71 
nehmendem px aus der Innen- 4 6,2 7,1 
a Roe ie? sat 5 5,3 9.1 
nach der Aubenfliissigkeit hinaus 6 45 100 


diffundiert. Mit anderen Worten: 
; : as : ae Kontrolle des 
je saurer die EiweiB-Heparinlésung Koagulationsst offes : 10.0 


Tabelle LI. 





Relative Konzentration It. 1000 Relative Konzentration 1/t - 1000 
100 LJ 25 4,4 
50) 2.7 12.5 6.6 
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Abb. 1. 


ist, desto mehr Heparin bleibt als Salz an das Eiweif gebunden. In 
Abb. 1 rechts sind die Gerinnungswerte als Funktion der gesamten 
Heparinmenge aufgetragen, so wie sie in der gesamten Fliissigkeits- 
menge (Summe von Innen- und AuBenfliissigkeit) vorhanden ist. Die 
Punkte auf der linken Kurve kénnen auf die rechte Kurve projiziert 
werden und die prozentuale Menge der dialysierten Heparinmenge wird 


1 In friiheren Arbeiten haben wir irrtiimlich den Ausdruck ,,Ge- 
rinnungsgeschwindigkeit** gebraucht, obwohl in diesem Stadium unserer 
Untersuchungen iiber Reaktionsgeschwindigkeiten noch nichts ausgesagt 
werden konnte. 
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durch die Abszisse der rechten Kurve ausgedriickt. Bei py 4,5 ist kein 
Heparin in die AuBenfliissigkeit dialysiert, bei pu 5,3 etwa 2%: bei 
pu 6,2 10%; bei pu 8,3 37%: bei pu 7,3 ist nur 10% dialysiert, was 
sicher auf einem experimentellen Fehler beruht. Zwischen den beiden 
Kurven sind einige Kontrollwerte angegeben. 1. Die Dialyse von 
Heparin ohne EiweiB. 2. Der Gerinnungswert des Plasmasystems 
allein. 3. Die maximale Hemmung der Plasmakoagulation, wenn das 
Heparin gleichmaBig zwischen Innen- und AuBbenfliissigkeit verteilt ist 
Dieser Versuchsansatz wurde nur 24 Stunden dialysiert und ist wahr- 
scheinlich nicht zum endgiiltigen Gleichgewicht gekommen. Es ist 
sehr wohl méglich, daB im Laufe langerer Zeit noch mehr Heparin 
dialysieren wiirde. 

Die Bindungsverhiltnisse zwischen Heparin und Eiwei8 und ihre 
Abhangigkeit vom py wurde nach einer Methode, die von Loeb (10) vie! 
gebraucht worden ist, untersucht. Ein solcher Versuch von mehreren, 
die alle eindeutige Resultate zeigten, sei hier mitgeteilt. 

Exp. 1297. In kleine Bechergliser wurden 10 cem n/10 Acetat- bzw. 
Phosphatpuffergemisch gebracht. Dazu wurde Ileem 0,5%iges Heparin 
(Kahlbaum) zugegeben. Die Lésungen wurden bis + 2° C abgekiihlt und 
100 mg vorher gereinigte, fein gepulverte Gelatine zugesetzt. Die Lésungen 
wurden nun mehrmals umgeschiittelt und dabei kalt gehalten, da sonst die 
Gelatinekérnchen aneinander kleben. Die Lésungen wurden bei + 2° C 
24 Stunden stehengelassen. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Lésungen 
von der Gelatine abzentrifugiert und alle auf etwa pu 7,0 zuriickgebracht. 
Die Gelatineportionen allein wurden mehrmals mit neuen kalten Puffer- 
gemischen von demselben pq gewaschen, bei dem sie wahrend der Versuchs- 
dauer gestanden hatten, um die heparinhaltigen Phosphatpuffer zu ent- 
fernen, die in den Zwischenraumen der Gelatinekérnchen haften kénnen. 
Zu den in dieser Weise gewaschenen Gelatineportionen wurden 11 ccm 
Ringerlésung zugesetzt und die Gelatine auf 50°C erhitzt und geschmolzen. 
Mittels der Hemmungswirkung auf die Gerinnung von Hiihnerplasma 
werden nun die relativen Heparinmengen gemessen, die einerseits in dem 
auf px 7 korrigierten Suspensionsmedium, andererseits in der geschmolzenen 
und gelésten Gelatine vorhanden waren. Tabelle III und Abb. 2 geben die 
Resultate der Versuche wieder. 


Tabelle ILI. 





Reziproke Gerinnungs- Reziproke Gerinnungs- 


zeit 1/t - 1000 
Dispersions- Disperse Dispersions- Disperse 
medium Phase medium Phase 


zeit 1/t - 1000 


3 


14,3 6,2 5,3 14,3 
11,8 3,2 5,1 17,5 
10,5 7,0 8 5,2 17,5 
10,0 5,9 : 5,6 14,3 
8,0 4,2 , 1,8 15,4 
7,6 45 


Gerinnungssystem allein 1/t - 1000 = 17,7. 
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Die Korrekturen auf pH 7 der Suspensionsl6sungen wurden in der 
Weise vorgenommen, wie Tabelle IV angibt. Mit Ringerlésung wurden alle 
Losungen auf 6 cem aufgefiillt. Die Zusatze beziehen sich auf 5 cem Suspen- 
sionslésung. 





20; 





Uber stehende Fhissighe/t | 


Tabelle 
In Anbetracht der gland 


schwierigen experimen- 
tellen Bedingungen sind 
die Ergebnisse doch ein- 





com HCl bzw. NaOH] pq | ccm HCl bzw. NaOH 


3 
=x 


0,82 n/2 NaOH 1 

0,69 n/2~—s 3 

0,53 n/2 8 0,33 n/3 HCl 
0 
3 


Wows he 


wandfrei und deutlich, 
O21n/2 , : 0.38 n/3 , 
0,55 n/3 0.40 n'2 

0,42 n/3 


wie aus der Abb. 2 zu 
ersehen ist. Allerdings 
ist die Streuung§ auf 





D> a 


Grund des Gelatinegehalts sehr gro} fiir die disperse Phase, man sieht 
aber deutlich, in welcher Richtung die Kurve liuft. In dem Suspensions- 
medium nimmt die Menge Heparin mit steigendem px zu, indem 
die reziproke Zeit der Gerinnung abnimmt. In saurem Gebiet bindet 
sich Heparin an Eiweif und ist infolgedessen aus der Lésung ver- 
schwunden. In der Gelatinelésung befindet sich nun die Heparinmenge, 
die bei der sauren Reaktion aus der Lésung (Suspensionsmedium) ver- 
schwunden war. 

Endlich wurden einige Dialyseversuche angestellt (bei verschiedenem 
pu unter gleichen Bedingungen wie der zuerst mitgeteilte Versuch 1294, 
aber ohne EiweiB), um festzustellen, ob die Dialysierbarkeit des Heparins 
vom px abhangig ist. Es konnte vorher nicht ausgeschlossen werden, 
daB Heparin bei saurer Reaktion schwer dialysierbar ist. Versuch 1328 
zeigt, dah Heparin in einem Gebiet von py 8,3 bis pu 4,5 gleich gut 
durch die Kollodiummembran diffundierte. 

Wie zu erwarten war, ist Heparin als eine Saure nur imstande sich 
mit EiweiB als Ampholyten zu vereinigen, wobei Komplexverbindungen 
entstehen, die in Wasser unléslich sind. Wie die Globuline lésen sich 
diese Komplexe meistens in Lésungen von Elektrolyten (2). In 
dieser Hinsicht verhalten sie sich ahnlich wie Nucleoproteide [Ham- 
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marsten (8)j. Die Bindung von Heparin und Eiweib steht in enge: 
Jeziehung zu der Natur der Kiweibe und ist von dem py abhangig. Dir 
Abhangigkeit der Bindung vom py kommt so zustande: das py ent 
scheidet, ob das Protein 1. als nichtionisiertes, isoelektrisches Protein, 
2. als Metallproteinat oder 3. Proteinséuresalz auftritt. Nur wenn das 
KiweifS sich in nachster Nahe seines isoelektrischen Punktes ode: 
auf der sauren Seite befindet, wird Heparin gebunden. Auf der sauren 
Seite des isoelektrischen Punktes verhalt sich das Protein wie eine Base, 
die sich nur mit Anionen eines Elektrolyten verbinden kann. Da Heparin 
selbst eine Saure ist, kann es sich, wie gesagt, nur mit EiweiB als Base 
verbinden. Befindet sich dagegen das System auf der alkalischen Seite 
des isoelektrischen Punktes des betreffenden EiweiBkérpers, so sind 
nur die COOH-Gruppen des EiweiBmolekiils reaktionsfahig. Da H-parin 
selbst eine Saure ist, bleiben dann Heparin und EiweiB nebeneinande: 
in Lésung, und das Heparin laBt sich, wie unsere Versuche gezeigt haben. 
herausdialysieren. 
Il. Das Bindungsvermégen verschiedener EiweiBlésungen fiir Heparin. 

Wird eine gewisse Menge Heparin in einem bestimmten Volumen 
Wasser oder aber in einem gleichen Volumen Eiweiblésung gelést, so 
kann man durch Messung der hemmenden Wirkung auf die Gerinnung 
des Blutplasmas feststellen, ob und wieviel Heparin der EiweiBlésung 
an das Eiweif gebunden und dadurch der Hemmungsreaktion entzogen 
worden ist. Unter der Voraussetzung, daB die betreffende Eiweif- 
l6sung selbst keinen stérenden EinfluB auf den Koagulationsmechanismus 
ausiibt, wird also bestimmt, wie viel freies Heparin noch vorhanden ist, 
relativ zu einer gleich konzentrierten wasserigen He parinlésung. 

a) Bindung an Serum oder Plasma. Wir haben wiederholt gefunden 
daB es fiir die gerinnungshemmende Wirkung ziemlich gleichgiiltig ist. 
ob das Heparin in Wasser, Serum oder Plasma gelést ist. Bei dieser 
Gelegenheit sei ausdriicklich darauf hingewiesen, daB das Plasma hier 
als Lésungsmittel des Heparins einen andern Platz im Experiment 
einnimmt, als das Plasma in unserem MeBverfahren, dem ,,Gerinnungs- 
system‘. Werden gleiche Mengen in einer von diesen Lésungen zu einem 
Gerinnungssystem zugesetzt, so weichen die Gerinnungszeiten nicht 
sehr voneinander ab. Experiment 1327. 

Wie Tabelle V zeigt. 
wurden0,2cem 0,2 °,iges 
Heparin in je 0,8 cem 


Tabelle V. 





J Heparin, : ; Heparin, ; 1 
Nr.|/  pelbst in (2/2000) Nr.) st in = 1000S Plasma «ss und_~—s Serum 
zweier Hiihner getan, 
Ringer 5,1 4 Plasma(145) 4,9 = “s P 
; 5 aetna BX ch. ges tingerlésung zugefiigt 
2 Serum(145) 7,3 5 Plasma (146) 7,7 ee 8 ane ex 
3 Serum (811) 3.9 und 0,05 ccm eines Ge- 
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innungsstoffes (verdimnter Hiihnerembryonalextrakt) zugesetzt. Der 
Gerinnungsstoff ergab mit Plasma allein ohne alle Zusatze eine rezi- 
proke Gerinnungszeit von 23,8. 

Nr. 2 und 5 deuten auf eine geringe Bindung von Heparin hin. 
Dagegen ist der Wert fiir Nr. 3 niedriger als die Kontrollwerte in Ringer 
(Nr. 1). Diese Schwankungen liegen sicher innerhalb der experimentellen 
Fehler und zwar auf Grund der relativ starken Heparinkonzentration, 
die die reziproke Gerinnungszeit von 23,8 bis auf 5 bis 7 hinunterdriickt. 
Man kann immerhin sagen, daB die Bindung von Heparin an Plasma 
oder Serum sehr gering ist. 

b) Bindung an Hamoglobin. Die Bindung von Heparin an Himo- 
globin wurde untersucht, da dieses bekanntlich stark basische Gruppen 
enthalt. 

Exp. 1583, 10 cem gewaschene rote Blutkérperchen vom Huhn wurden 
mit 100 cem destilliertem Wasser versetzt. Das ausgefallene Stroma und 
Globulin wurde abzentrifugiert. 

Die Versuche wurden folgendermaBen ausgefiihrt: Zu 2 cem 
tingerlésung wurden 0,15 cem 0,5°% iges Heparin zugesetzt. 0,05 cem 
hiervon in 0,2cem Plasma lieB die reziproke Gerinnungszeit von 
33,3 (Gerinnungsstoff allein) bis 10,3 sinken. Um 2 cem Hamoglobin 
lésung auf denselben Wert zu bringen, muBten 0,4. cem 0,5°, iges Heparin 
zugesetzt werden, das sind fast 200°, mehr. Hamoglobin vermag also 
groBe Heparinmengen zu binden. Das hangt wohl mit dem hohen 
Gehalt an Histidin und Lysin zusammen. 

c) Die Bindung an Clupein und Thymushiston. Clupeinsulfat und 
Thymushistonsulfat wurden mir in freundlichster Weise von Herrn Professor 
Edlbacher iiberlassen. Mit Baryt wurde das Sulfat entfernt und die Lésung 
mit n/10 HC! neutralisiert. Zu 3. ccm Rinderserum wurden von einer will- 
kiirlichen Clupeinlésung 0,2 cem zugesetzt. Es kam zu einer kleinen Tritbung, 
die beim Umschiitteln wieder verschwand. : 

Zu lcem Rinderserum (Kontrolle) wurden 0,1 cem 0,5°%%iges Heparin 
zugesetzt. Hiervon wurden 0,05 cem zu 0,2 cem Plasma zugegeben. | ¢ 1,5, 

Zu lcem Rinderserum mit Clupein, wie oben beschrieben, wurden 
ebenfalls 0,1 cem 0,5°}5iges Heparin zugesetzt. 0,05 cem zu 0,2 com Plasma 
gab l/t 8.0, also eine groBe Gerinnungsbeschleunigung gegeniiber dem 
Kontrollserum. 

Zu leem Ringerlésung wurden 0,1 cem 0,5°), zugesetzt. 0,05 cem zu 
0,2cem Plasma gab 1/t 1.3, also eine nur wenig gréBere Hemmung 
gegeniiber der Rinderserumkontrolle. 

Dieser Versuch zeigt, daB schon eine kleine Menge Clupein, zu ge- 
wohnlichem Serum zugesetzt, dessen Heparinbindungsvermégen sehr 
bedeutend erhéht. Wird das Natriumsalz des reinen Heparins zu einet 
Lésung von Clupein zugesetzt, so kommt es, wie mit Nucleinsauren, zu 
einer Ausfallung, in diesem Falle von schwerléslichem Clupeinheparinat. 
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Zusatz von neutralem Thymushiston wirkt ahnlich wie das Clupein 
Experiment 1338. 

leem Rinderserum mit einer geringen Menge Histon + 0,2 cem 
0,2%iges Heparin gab 1 /¢ 17,3. 

Ieem Ringer + 0,2 cem 0,2%iges Heparin gab 1/t = 6,8. 

leem Rinderserum + 0,2cem 0,2%iges Heparin gab 1/t 
Plasma mit Koagulationsstoff allein 1/¢ = 22,2. 

d) Bindung an Glutathion und Cystein. Die Wirkung des Heparins, 
in Wasser gelést oder in einer 200 mg-%igen Glutathion- bzw 
Cysteinlésung, in reduzierter oder oxydierter Form, war die gleich, 
(Experiment 1354, 1356). 

¢) Bindung an gerinnungsaktive Organextrakte. Es hat sich heraus. 
gestellt, daB die gleiche Konzentration verschiedener Organextrakte 
recht bedeutende Heparinmengen bindet, bevor eine hemmende Wirkung 
zum Vorschein kommt. Diese Menge hangt von den _ gerinnungs- 
férdernden Eigenschaften der Organextrakte ab. Je aktiver der Organ 
extrakt, je mehr Heparin kann gebunden werden, ehe es einen Uberschuls 
gibt, der die urspriingliche Wirkung des Extraktes verringert. 

In den oben beschriebenen Versuchen haben wir gerinnungsaktiv: 
EiweiBlésungen auf ihre Heparinbindungsfahigkeit untersucht, dadurch, 
daB wir ihre Wirkung auf das Blutplasma mit Zusatz einer konstanten 
Gerinnungsstoffmenge priften. Schwieriger sind die Untersuchungen, 
wenn die zur Priifung kommenden Stoffe selbst gerinnungsférdernd 
sind. Wir haben zwei Methoden hierfiir verwendet. Die eine besteht 
darin, die gré8te Heparinmenge zu bestimmen, die eben noch zu einer 


gewissen Menge Organextrakt zugesetzt werden kann, ehe eine Ver- 
ringerung der Wirkung des Organextraktes auftritt. Die andere Methode 
bestand darin, dasselbe Plasma mit einem bekannten Gerinnungsstoff 
zu koagulieren und hiermit die Wirkung des zu_ priifenden Organ- 


extraktes zu vergleichen. 

Ein Beispiel, das mit der zweiten Methode ausgefiihrt ist, wird 
zunachst beschrieben (Experiment 1334). 

1. Zu 0,9cem eines wasserigen Extraktes aus Hiihnerleber wurden 
0,l cem 0.5% iges Heparin zugesetzt. 

2. Als Kontrolle wurde zu 0,9cem Ringerlésung 0,1 cem 0,5 °Giges 
Heparin zugesetzt. Der Leberextrakt ohne Heparin gab einen Gerinnungs- 
wert 1/¢ = 28,5. 

3. Ein Gerinnungsstoff (Embryonalextrakt) wurde hergestellt mit 
einem 1/t = 33,3. 

Die Lésung 1 (Leberextrakt mit Heparin) gab mit Plasma allein 
1/t = 28,5. Die Wirkung des Leberextraktes ist trotz der Heparinmenge 
unverandert geblieben. 

Dagegen setzte die Lésung 2 (Ringerlésung mit der gleichen Heparin- 
konzentration wie im Leberextrakt) mit der Lésung des Gerinnungsstoffs 
die Wirkung herab bis 1 /t = 5,9. 





Bindung von Heparin an Eiweib. 141 


Die Bindung von Heparin an 0,9 cem Leberextrakt ist also sehr 
‘0B ; dies zeigt sich einerseits dadurch, dab die Eigengerinnungswirkung 
des Leberextraktes trotz der erheblichen Heparinmenge unverandert 
bleibt, andererseits dadurch, daB ein hiermit ebenbiirtiger Gerinnungs- 
toff, mit der gleichen Heparinmenge in Wasser gelést, eine starke 
Herabsetzung seiner Gerinnungswirkung erleidet. 

Fir die Anwendung der ersten Methode geben wir folgendes Beispie] 
(Experiment 1349 bis 1352). 

Von einem Huhn wurde Extrakt aus sechs verschiedenen Organen 
hergestellt. Die Organstiicke wurden abgewogen und mit einem besonderen 
Zerkleinerungsverfahren (auf fein poliertem, unglasiertem Porzellan) so fein 
zerrieben, daB sie eine fast stabile Emulsion mit physiologischer Kochsalz- 
l6sung bildeten. Die Konzentration war genau 4mg Organ pro | ccm 
Losung. Nach 2 Stunden wurden alle Extrakte zentrifugiert und die nun 
vollig stabilen Lésungen waren gebrauchsfertig. 

Tabelle VI gibt die Gerinnungswerte dieser Organextrakte wieder. 


Tabelle VI. 





Relative Heparin- 
mengen in cem 


A 
* 


Organextrakt aus see. 1't+ 1000 


quergestreiftem Muskel . . . 120 8,3 0,9 
Gehirn Bees. Sat ; 200 5,0 0,1—0,2 
PRR ROO igh, 1S arth oa 90 11,1 0,8 
Herzmuskel . eae 60 16,6 0,9 
Bueee «wk ee iat ees 25 40,0 4,0 
RM Chita: Se ay Sate ea 240 4.2 0,7 


1 
2 
3 
4 
5 


_ 


Zu gleichen Mengen von diesen Extrakten wurde Heparin in steigender 
Konzentration zugegeben, bis eine eben merkliche Hemmung ihrer urspriing- 
lichen Gerinnungswirkung auftrat. Diese Heparinmengen in cem sind in der 
fiinften Kolonne der Tabelle VI angegeben. 

Die Fahigkeit der Organextrakte, Heparin zu binden, mub irgend wie 
zu ihrer urspriinglichen Gerinnungsaktivitét in Beziehung stehen. Denn 
der Lungenextrakt ist auBerordentlich wirksam und bindet auch weitaus 
die gréBte Heparinmenge von samtlichen Extrakten. Gehirn- und 
Leberextrakt sind am schwachsten und binden auch die geringste Menge 
Heparin. 

Diese Methode ist nicht sehr genau, da der Hemmungswert nicht 
scharf definiert ist; die Zahlen diirfen nur als relativ grob betrachtet 
werden. Auf die Deutung dieses Resultats kommen wir in einer spaiteren 
Darstellung zuriick, in der gezeigt wird, daB eine stéchiometrische 
Beziehung zwischen der Wirkung des gerinnungsférdernden Stoffes 
und der hemmenden Wirkung des Heparins besteht. Es kommt hier 
nur darauf an, zu zeigen, daB die gerinnungsaktiven Organextrakte eine 
groBe Heparinbindungsfahigkeit besitzen, eine viel gréBere, als die 
der genuinen, gerinnungsinaktiven KiweiBlésungen betragt. 
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Ii. Der zeitliche Verlauf der Heparinbindung an Kiweif bei Kérpertemperatur. 
Verfolgen wir zeitlich die Wirkung eines frisch zubereiteten Gi 
rinnungsstoffes, wenn er bei relativ niedriger Temperatur (20 bis 30° ( 
steht, so bemerkt man eine Steigerung seiner Aktivitat. Mit dieser Akti 
vitatssteigerung nimmt sein Heparinbindungsvermégen zu. An 
schénsten wird dies auf folgende Weise demonstriert (Experiment 1347 
Aus einem wasserigen Extrakt von Hiihnerleber werden folgende zwe: 
Lésungen zubereitet. 1. 1 cem Leberextrakt + 3cem_ Ringerlésung 
2. lecm Leberextrakt + 2cem Ringerlésung und auerdem 1 ccm 
0.2%, iges Heparin. Die gerinnungsférdernde Wirkung der beiden Lo 
sungen wurde sofort gemessen, worauf sie ins Wasserbad von 39° C gv 
bracht wurden. Von Zeit zu Zeit wurde ihre Wirkung auf dasselbe Blut 
plasma bestimmt. Aus Abb. 3 gehen die Versuchsergebnisse hervor 
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Abb. 3. 





Die Abszisse gibt die Zeit in Stunden, die Ordinate die reziproke Ge 
rinnungszeit an. Kurve 1 zeigt die Wirkung des Leberextraktes ohne 
und Kurve 2 mit Heparin. Im Laufe von wenigen Stunden ist dic 
Gerinnungsaktivitat der beiden Extrakte ganz betrachtlich gestiegen, 
also auch bei dem Extrakt mit Heparin. Dabei erreicht dieser heparin- 
haltige Extrakt eine Gerinnungsaktivitat, die iiber die Anfangsaktivitit 
des Extraktes ohne Heparin hinausgeht, als wire kein Heparin zugegeben 
Der mit Heparin versetzte Extrakt bindet aber nicht das ganze Heparin 
Es erreicht nicht die maximalen Werte des Extraktes ohne Heparin 
Das kommt daher, dab die Heparin-EiweiBbindung, wie eine spatere 
Arbeit zeigen soll, dem Massenwirkungsgesetz entsprechend recht stark 
dissoziiert ist. Nach diesem Anstieg der beiden Kurven geht die Wirkung 
allmahlich zuriick. Der Riickgang der Aktivitaét beruht wahrscheinlich 
auf einer Dispersitatsveranderung, indem die Lésung nunmehr aus 
flockt. 

Finen ahnlichen Versuch (Exp. 1370) zeigt Abb. 4. Die Loésungen 


waren |. 1,5 cem Extrakt aus Hiihnerlunge 1,6 ceem Ringer; 2. 1,5 c¢em 


Lungenextrakt lcem Ringer + 0,6 cem 0,25% iges Heparin. Im Wasser 
bad bei 39° C. 

Auch hier sieht man, daB beide Extrakte im Laufe ganz kurzer 
Zeit aktiver werden. Trotz der groBen Menge von zugesetztem Heparin 
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Kurve 2) wird auch dieses Extraktgemisch aktiver: die Wirkung des 
nit Heparin versetzten Extraktes bleibt im ganzen auf einer niedrigeren 
stufe als die des Extraktes ohne Heparin. Schon bei Zimmertemperatur 
verandern sich die Organextrakte im Laufe von wenigen Stunden. Es 
wurde z. B. beobachtet, daB man eine viel gréBere Hemmung der Organ- 
extrakte bekommt, wenn man eine gewisse Menge Heparin gleich 
iuf einmal ihnen zusetzt, als wenn 
man die gleiche Heparinmenge in 
kleinen Portionen aufgeteilt im 
Laufe von einigen Stunden zusetzt 
Experiment 1392). 

Die Organextrakte sind kiinst- 





liche Systeme, die sich im Ungleich- 
vewicht befinden. Wir stellen uns 
vor, daB die verschiedenen Eiweib- 
komponenten und Lipoide, aus denen 
der Extrakt besteht, miteinander 
reagieren und allmahlich zu einem 
Gleichgewicht kommen. Hierbei ist 
die Reaktionsgeschwindigkeit von 


? ¢ 5 


der Temperatur stark abhangig. * Zeit in Stunden 


Bei dieser Reaktion entstehen Re- Abb. 4. 
aktionsprodukte mit hoher Affinitat 

zu Heparin. Wir kommen spater hierauf zuriick und werden sehen, dab 
diese Reaktion unmittelbar in den Gerinnungsvorgang des Plasmas 
iibergeht und mit diesem ProzeB nahe verwandt ist. Die Reaktion, die 
wir eben beschrieben haben, ist ein DenaturierungsprozeB und wird 
als solcher auch durch andere Eingriffe beschleunigt. Setzen wir Lipoide 
in wasserige Emulsionen solcher Organextrakte oder genuine Eiweib- 
kérper hinzu, so entstehen Produkte, die groBe vorhandene Heparin- 
mengen zum Verschwinden bringen (siehe unter VY). 


IV. Der zeitliche Verlauf der Heparinbindung der EiweiBe bei hiherer 
Temperatur. 

Befindet sich Heparin in einer neutralen Lésung von genuinem 
KiweiB, dessen isoelektrischer Punkt weit vom Neutralpunkt im sauren 
Gebiet liegt, so bestehen EiweiB- und Heparinmolekiile frei neben- 
einander in der Lésung. Dies stiitzt sich auf die Untersuchung in Ab- 
schnitt I und Il. Wird dagegen die EiweiBlésung mit Heparin erhitzt, 
wobei es nicht zu einer sichtbaren Triibung, geschweige denn zu einer 
Ausfallung zu kommen braucht, so bindet sich ein Teil des Heparins an 
EiweiB. Dieser Teil ist dann (bei der Priifung mit dem Gerinnungs- 
system) der Reaktion entzogen, und die Lésung wirkt daher im Vergleich 
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zur Kontrolle weniger hemmend auf die Gerinnung. Folgendes Experi 
ment (1361) ist mit genuinem Eieralbumin ausgefihrt. 

Zu 4ecm einer Eieralbuminiésung in Ringer wurden 0,4 cem 1°) ige 
Heparin zugegeben. Eine Portion hiervon wurde wenige Minuten auf 70» ( 
erhitzt. Die andere Portion diente als Kontrolle. Gleiche Mengen vor 
diesen beiden Lésungen wurden zu einem Gerinnungssystem zugesetzt. 
Gerinnung erfolgte in 45 Sekunden. 

Mit Zusatz genuiner Kieralbumin-Heparinlésung ist das Plasma nicht 
nach 1380 Sekunden geronnen. Dagegen gerann das Plasma mit Zusatz 
der erhitzten Eieralbumin-Heparinlésungen nach 85 Sekunden. 

Abb. 5 zeigt den Ver- 
lauf eines Denaturierungs 
vorganges von Eieralbu 
min bei relativ niedrige: 
Temperatur( Exper. 1367) 
Die experimentellen Be 
dingungen waren fol 
gende: 3cem einer etwa 

U0 30 “T2060 200 028032060 v0 0,5% igen genuinen Eie1 

Zeit in Minuten albuminlésung wurden 

Abb. 5. 0,7 cem 0,5 %iges Heparin 

zugesetzt. Wasserbad von 

569 C. Von Zeit zu Zeit wurden Proben herausgenommen, schnell! 

abgekiihlt und einem Gerinnungssystem zugefiigt, das in 35 Sekunden 

gerann. In Abb. 5 ist die Zeit in Minuten als Abszisse und die reziproke 
Gerinnungszeit als Ordinate aufgetragen. 

Es ist zu ersehen, daB die Gerinnung mit der Zeit rasch zunimmt. 
im Laufe von 45 Minuten ein Maximum erreicht und langsam abklingt 
Fortdauernd wurde das Gerinnungssystem ohne Zusatz von Ver- 
suchslésung kontrolliert; es hielt sich konstant. Ein Teil des Heparins 
wird also mit fortschreitender Zeit an das EKiweiB gebunden. Das Heparin 
dient hierbei auch als Indikator, um Veraénderungen am EiweiB nach- 
zuweisen, die auf andere Weise wohl kaum ablesbar waren. Z. B. wai 
von einer Triibung in dieser kurzen Zeit nichts zu merken. 


Es hat sich herausgestellt, daB die Bindung von Heparin an denatu- 
riertes EiweiB verschieden groB ist, je nachdem ob sie im Augenblick 
der Denaturierung eintritt, also in statu nascendi, oder ob sie nach 
geschehener Denaturierung erfolgt. Des weiteren ist die Bindung von 
der Zeit abhangig, die seit der Denaturierung vergangen ist. Ein Beispie! 
mag geniugen, um dies zu demonstrieren. 


Exp. 1405. Zwei Portionen von verdiinntem Schweineserum zu je 
4cem, wobei die eine 0,2 cem 0,5%iges Heparin enthielt, die andere kein 
Heparin, wurden auf dem Wasserbad bei 70°C 10 Minuten erhitzt. Nach 
Abkiihlung wurden 0,2cem 0,5%iges Heparin zu denjenigen Portionen 
Serum zugesetzt, die ohne Heparin erhitzt worden waren. Die Gerinnungs 
werte der beiden Sera nach der Priifung mit einem Plasmasystem, das als 
soleches den Wert 1/t = 19,2 hatte, waren folgende: 
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Serum, in dem schon wdhrend der Erhitzung Heparin anwesend war, 
gab 1/t BE}. 

Serum, dem erst nach der Erhitzung Heparin zugesetzt wurde, gab 
lit 6,5. 

Die Bindung von Heparin ist also weit gréBer, wenn es in der Eiweib- 
l6sung wahrend der Denaturierung anwesend ist. Es ist wohl iiberfliissig 
zu sagen, daB das Heparin so thermostabil ist, daB es von derartigen 
Krhitzungen unbeeinfluBt bleibt. Das Heparin eignet sich sehr dazu, 
diejenigen Veranderungen zu studieren, die das EiweiB wahrend seiner 
..Denaturierung’ erleidet, was der folgende Versuch (1371) in deut- 
lichster Weise zeigt. Wir haben aus Griinden, die sich sogleich zeigen 
werden, hierfiir eine heterogene EiweiBblésung gewahlt, namlich Plasma. 
Dieses Plasma ist nicht mit dem Plasma zu verwechseln, das uns als 
Gerinnungstest dient. 

Der Versuch wurde folgendermaBen ausgefiihrt: Zu 2 cem verdiinntem 
Hiihnerplasma (gleiche Teile Plasma und Ringer) wurden 0,65 cem 0,2 iges 
Heparin zugesetzt und zunachst ins Wasserbad von 50°C gebracht. Von 
Zeit zu Zeit wurden konstante Mengen von Versuchslésung herausgenommen 
und an einem Gerinnungssystem gepriift, das in 45 Sekunden gerann. 


24 —-— —_———_—_— _ 
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50 60 70 80 90 100 190 120 130 
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Abb. 6. 


Abb. 6 demonstrieit den Versuchsvorgang. Im Laufe von etwa 
10 Minuten steigt die ,,Gerinnungsgeschwindigkeit™ an, indem Heparin 
durch die Veranderung des EiweiBes im Plasma gebunden wird. Nach 
diesem Anstieg passiert offenbar nichts, die Kurve lauft parallel zur 
Abszisse bis zum Moment, wo die Temperatur auf 58°C erhéht wird. 
Die EiweiBe reagieren sofort mit einer nochmaligen Bindung an Heparin 
und es erfolgt ein neuer Anstieg des Gerinnungswertes. Wieder tritt ein 
Gleichgewicht ein. Jetzt wird die Temperatur auf 70° gebracht, nochmals 
verschwindet Heparin, und der Gerinnungswert steigt an. Kine Tempe - 
raturerhéhung auf 80° C ist ohne Erfolg. Von jetzt ab fallen die Ge- 
rinnungswerte, und ein kurzes Aufkochen der Eiweif-Heparinlésung labt 
die Kurve steil herabsinken. Dies |aBt sich méglicherweise durch ein 
Freiwerden von gebundenem Heparin bei groben Dispersitatsverande- 


Biochemische Zeitschrift Band 278. 10 





146 A. Fischer: 


rungen des Eiweibes erklaren. Die horizontale Linie oberhalb der Kurvy: 
yibt die laufende Kontrolle des Plasmasystems an. 

Die stufenweise Bindung von Heparin an EiweiB wahrend de: 
Behandlung bei verschiedenen Temperaturen kommt sicher daher, dats 
es sich jedesmal um die Veranderungen verschiedener EiweiBkompo 
nenten handelt. Denn jedesmal nach einem Anstieg der Gerinnungs 
werte, d.h. der Heparinbindung, erscheint eine Ebene, die konstant 
bleibt bis zum nachsten EKingriff. Man sieht auch, daB die Veranderung 
recht schnell geht, indem der Anstieg der Gerinnungswerte jedesma! 


nur wenige Minuten dauert. 


V. Die Bindung von Heparin an Eiwei8 in Gegenwart von Lipoid. 


Wird das gerinnungsférdernde Lipoid, dessen chemische Natur 
von Hecht und mir (11) analysiert worden ist zu einer Serumglobulin 
lésung hinzugesetzt, so kuppeln sich dic 
Komponenten, und es entsteht ein seh 
aktiver Gerinnungsstoff, dessen Wirk 
samkeit bei Koérpertemperatur anfangs 
stark zunimmt, ein Maximum erreicht 
und dann langsam abklingt. 
Abb. 7 zeigt einen solchen Versuch 
(1215). Zu 3cem einer Globulinlésung, 
die aus Hiihnerserum hergestellt ist, wie 
friiher beschrieben (12), wurden 0,5 cem 
einer 1°/,, igen wiasserigen Emulsion von 
a a a gerinnungsaktivem Lipoid zugesetzt. Die 
Zeit in Stunden Lésung wurde bei 39° C gehalten und von 
Abb. 7. Zeit zu Zeit ihre gerinnungst6rdernde Wir- 
kung mit einem Gerinnungssystem gepritift. 


Wird zuerst Heparin zu Serum oder Globulinlésungen getan und 


dann Lipoid hinzugefiigt, so binden sich groBe Mengen von Heparin 


Ein Versuch (1372) zeigt dies sehr deutlich. 

Die Lésungen waren: 

1. 3cem  Schweineserum + 0,2cem  0,5°,iges Heparin + 0,3 cem 
Lipoidemulsion. 

2. 2cem Eieralbuminlésung + 0,18 cem 0,5°Ziges Heparin 3cem 
Lipoidemulsion. 

3. 2cem  Serumalbumin 0,18 cem 05° iges Heparin + 0,3 cem 
Lipoidemulsion. 

Diese Lésungen waren selbst nicht imstande, das Blutplasma zur 
Gerinnung zu bringen. Die Gerinnung wurde dann mit einem Gerinnungs- 
stoff ausgelést, der das Plasma allein in 45 Sekunden koagulierte. Die 
Gerinnung von Plasma mit konstanter Menge Gerinnungsstoff und Zusatz 
von obigen Heparin-EiweiBlésungen vor und nach dem Zusatz von Lipoid 
war folgende (Tabelle VII). 
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Ein Teil der obigen Tabelle VII. 


sung wurde mit Lipoid, 





in anderer Teil ohne Reziproke Gerinnungszeit 1 ¢ - 1000 

ie 4 Lisung 

Lipoid im Wasserbad bei Vor Zusatz Nach Zusatz 80 Minuten 
390 ( gehalten, es ergaben Nr. von Lipoid von Lipoid nach Zusatz 


ich mit dem gleichen 


‘ 11,5 1 
Gerinnungssystem nach ; P 10:8 14 
l 


3 
3, 


etwa 500 Minuten folgende 9 3": 10.8 
Werte (Tabelle VIII). 


. . . , i rlle r 
Es ist aus diesen Versuchen zu Pabelle VII. 





ersehen, daB ein Zusatz von aktivem —_jjsung ohne Zusatz Lit « 1000 
Lipoid zu einer EiweiBlésung sofort onallinesceen picteedinscelinccovesnen 
bewirkt, da eine groBe Menge von 23 
vorhandenem Heparin an den Li- 1.6 
poid-KiweiBkomplex gebunden wird. i 

Es ist eine groBe Frage, wie stark das Lipoid selbst Heparin binden 
kann. Die Frage JaBt sich schlecht mit dieser Methode beantworten. 
Denn selbst eine ganz geringe Heparinmenge ist imstande, die Gerinnung 
von Plasma mit Lipoid allein vollstaéndig zu verhindern. Man mu dann 
auBerdem einen Gerinnungsstoff (Organextrakt) zusetzen, an diesen 
kuppelt sich das Lipoid, und an den Komplex bindet sich das Heparin. 
Unser vorlaufiger Eindruck ist, daB Heparin auch an Lipoide gebunden 
wird, aber im Verhaltnis zur Bindung an Lipoid-EiweiBkomplexe ist es 
cin geringer Betrag. Das gereinigte Kephalin (11) fordert die Gerinnung 
gar nicht. Vergleicht man die Heparinbindung erstens an Eiweil 

Kephalin, zweitens an Eiweifs + gerinnungsférderndes Lipoid, so ist 
die Heparinbindung im zweiten Falle vielmals gréBer (Experiment 1449). 
Die sofortige Veranderung, die das EiweiB nach Zufitigung von Lipoid 
erleidet, auBert sich unter anderem durch ihre grobe Bindungsfahigkeit 
und mu} mit einem Denaturierungsvorgang verwandt sein. Denn eine 
Globulinl6sung in Neutralsalz erleidet schon beim Stehen Veranderungen, 
die um so schneller vor sich gehen, je héher die Temperatur ist. Bereits 
bei einer relativ niedrigen Temperatur, wie 39° C, lassen sich derartige 
Verinderungen mittels Heparin feststellen. Eine Globulinlésung, die 
24 Stunden lang im Wasserbad bei 39°C stand, bindet mehr Heparin, 
wenn sie nach Ablauf dieser Bebriitungszeit mit Lipoiden gekuppelt 
wird, als wenn die Kuppelung mit den Lipoiden schon vorher erfolgte 
(1256). 

VI. Die Reversibilitat der Heparin-Kiweigbindungen. 

Der Vollstandigkeit halber beschlieBen wir diese Versuchsreihen 
mit einer Untersuchung tiber die Reversibilitat der Heparinbindung an 
KiweiB. Da die Eiweib-Heparinsalze nur auf der sauren Seite des 
isoelektrischen Punktes der betreffenden Eiweibe bestandig sind, ist 
zu erwarten, dab solche Salze sich wieder vollstandig in EiweiB und 
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freies Heparin dissoziieren, wenn sie auf die alkalische Seite des isc 
elektrischen Punktes zuriickgebracht werden. Das ist in der Tat di 
Fall. In dieser Hinsicht verhalten sich, wie unsere Experimente zeigen 
die Heparin-EiweiBverbindungen in gleicher Weise, wie es £. Haw 
marsten (8) fiir die Nucleoproteine gezeigt hat. Wird namlich ein 
heparinhaltigen EiweiBlésung so viel Alkali zugesetzt, daB das Eiweil: 
auf die alkalische Seite seines isoelektrischen Punktes zuriickgebracht 
wird, so tibt diese Lésung eine Hemmung auf die Gerinnung aus, ci) 
Zeichen, daB jetzt freies Heparin verfiigbar ist. 

In einer Beziehung verhalt sich das Heparin anders als die Nuclein 
siuren, was mit der speziellen Natur des Heparins zusammenhingt 
Heparin vermag in hohem Grade die EKiweibe gegen denaturierende Ein 
fliisse zu schiitzen. In friiheren Ausfiihrungen haben wir Ofters Gi: 
legenheit gehabt, dies zu beschreiben. Wird Heparin zu einer Eiweil) 
losung zugesetzt, die Triibung als Funktion der zugesetzten Sauremeng 
gemessen (12) und dann mit Lauge zuricktitriert, so findet man, dab di 
zwei Triibungskurven zusammenfallen. Dies bedeutet, dab die Eiweils: 
keine bleibenden Veranderungen durch den Einflu®8 von Sauren erlitten 
haben und nunmehr in die unveranderte genuine Form zuriickkehren 
Derselbe Versuch mit Hefe- oder Thymonucleinsaéure statt Heparin 
und zwar in denselben Mengen, zeigte, daB die EiweiBkérper von det 
Saureeinwirkung irreversibel verindert waren. Denn bei der Riick- 
titration mit Lauge nahm die Triibung zu, statt wie im Heparinversuch: 
abzunehmen. Die Triibung hat sich weit in das alkalische Gebiet aus- 
gebreitet. Woran dieser mit einer Schutzwirkung gegen Denaturierung 
zusammenhangende Unterschied liegt, ist unbekannt. Auch gegen dic 
Warmedenaturierung von EiweiB schiitzt das Heparin, indem Eiweil 
Heparinverbindungen entstehen. Auch diese Bindung ist mittels 
Alkalisierung reversibel, wobei wieder freies Heparin und genuines 
KiweiB entstehen. 

Zur Erlauterung sollen zwei Versuchsbeispiele angefiihrt werden. 

Exp. 1377. 4cem Eieralbumin wurden 0,55 ccm 0,5°%iges Heparin 
zugesetzt. Vor Erwirmung wurde der hemmende Einflu8 dieser Lésung 
mit Plasma und Gerinnungsstoff bestimmt. 

1. Gerinnung mit Koagulationsstoff allein 1/¢ 21,3. 

2. Gerinnung nach Zusatz von EiweiB-Heparinlésung vor dem FE: 
warmen, 1/t = 2,2. Dann wurde die Eiwei8-Heparinlésung im Wasserba« 
bei 60° C 3 Minuten erwarmt. 

3. Gerinnung nach Zusatz der erwairmten Eiweif-Hepariniésung, 
1/t 7,2. Dann wurde die erwarmte Heparin-EiweiBlésung (3) mit weniz 
Na,CO, bis etwa pu 9 versetzt. 

4. Gerinnung nach Alkalinisierung der erhitzten Heparin-Eiweil) 
losung (3) 1/¢ 1,8. 


Die Heparinwirkung kommt also wieder nach der Alkalisierung 


der erhitzten Eiweif-Heparinlésung zum Vorschein. 
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Wie friiher beschrieben ist, breitet sich die Triibung nach der 
ikalischen Seite aus, wenn eine Denaturierung des betreffenden Ei- 
weiBes stattgefunden hat (12), weil die Léslichkeit der EiweiBe in der 
Nahe des Neutralpunktes herabgesetzt ist. Hierauf beruht der folgende 
Versuch (1427). 

Tabelle IX. 





Relative Triibung 


Serum Serum Serum Serum 
ohne Heparin mit Heparin ohne Heparin mit Heparin 
Vor Erwérmung Vor Erwaérmung Nach Erwirmung Nach Erwirmung 


92 83 25.0 15,0 
5,90 20,3 11,0 36,0 20,0 
5,40 $1.0 82,0 204,1 149,2 
5,20 88,0 114,9 219.8 212.8 
4,80 74,0 149.2 182.8 246.9 
4,20 14,0 169.9 22.0 206,2 


Verdiinntes Hiihnerserum wurde auf zwei Glaser verteilt. Dem einen 
wurden 0,38ccm 0,5°%iges Heparin zugesetzt und dem anderen 0,3 cem 
physiologische Kochsalzlésung. Vor der Erwairmung und Denaturierung 
wurde die Triibung beider Portionen als Funktion des py festgestellt. Fiir 
die Messungen kam 0,1 cem Serum zu 10 cem n/100 Phosphat- oder Acetat- 
puffergemisch. Nachdem diese Messungen ausgefiihrt waren, wurden beide 
Portionen im Wasserbad bei 709 C 6 Minuten erwarmt. Es kam hierbei 
nicht zu einer sichtbaren Triibung. Nach Abkiihlung wurden nochmals die 
Triibungswerte der beiden Lésungen bestimmt. 

Wie Tabelle IX zeigt, ist die Triibung nach der Erwarmung der 
KiweiBlésung ohne Heparin in dem weniger sauren Gebiet bedeutend 
groBer als die Triibung der EiweiBlésung mit Heparin. Es liegt also hier 
eine Schutzwirkung gegen die EiweiBdenaturierung von Heparin vor. 
Die Schutzwirkung kommt zustande durch die Bindung des Heparins 
an das KiweiB: das Heparin springt im Denaturierungsaugenblick in das 
EiweiBmolekiil hinein und sperrt es fiir weitere Verainderungen irre- 
versibler Natur ab. Die Eigenschaft des Heparins als Saure erklirt 
einen groBen Teil seiner gerinnungshemmenden Wirkung, und letzten 
Endes ist es gerade diese Eigenschaft, die zusammen mit der noch 
nicht gentigend bekannten Konstitution des Molekiils — das Heparin in 
die Klasse der biologisch wichtigen Wirkungsstoffe erhebt. 


VII. Erérterung der Versuchsergebnisse. 


Heparin bildet als einbasische Séure mit dem amphoteren Eiweib 


Salze, die nur bestandig sind, wenn die EiweiBe sich auf der sauren Seite 
ihres isoelektrischen Punktes befinden. Auf der alkalischen Seite des 
isoelektrischen Punktes der betreffenden EiweiBe sind diese Salze voéllig 
dissoziiert, ihre Komponenten bestehen nebeneinander, da die Eiweibe 
hier als Séure nicht mit dem Heparin in Reaktion treten kénnen. 
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Die Bindung von Heparin ist also nicht von einem absoluten 
der Losung abhangig: vielmehr spielt das px nur eine Rolle durch sein 
besondere Beziehung zu der Natur des betreffenden Eiweibes. In einen 
Gemisch von mehreren Eiweibkérpern wird Heparin im Neutralpunk 
z. B. sich mit denjenigen EiweiBkérpern verbinden, deren isoelektrische: 
Punkt im alkalischen Bereich liegt. Mit EiweiBkérpern von iiberwiegend 
basischem Charakter, wie den Histonen und Protaminen, bildet Heparin 
im Neutralpunkt und bis in den alkalischen Bereich hinein bestandig: 
Salze. 

Die Bindung von Heparin an Eiweif stellen wir uns nach de: 
folgenden Formulierung vor: 

COOH COOH 
+ HOOC—Hep == R 
NH, NH, 00C—Hep 
Ist pu kleiner als am Punkt der isoelektrischen Reaktion, so verlautt 
der Proze8 von links nach rechts; ist pu gréBer, so verlauft er von rechts 
nach links. 

Unsere Versuche haben gezeigt, das der hemmende EinfluB von 
Heparin auf die Blutgerinnung ungefahr gleich groB ist, wenn die gleiche 
Heparinmenge entweder in Wasser oder in Blutserum oder in Blut- 
plasma gelést ist Dies besagt nur, daB praktisch alles Heparin in den 
genannten Lésungen fiir die gerinnungshemmende Reaktion zur Ver 
fiigung steht. Wird Heparin dagegen in gerinnungsaktiven Organ 
extrakten gelést, so sind diese Lésungen keineswegs derselben Heparin 
konzentration in Wasser gleichwertig. Hier wird vielmehr ein gréBere: 
‘Teil des Heparins in einer Form gebunden, aus der es beim Zusatz zum 
Plasma nicht wieder frei wird, es kann also nicht als Hemmungskérper 
in die Gerinnungsreaktion eintreten. Je gréBere Gerinnungsaktivitit 
die Organextrakte besitzen, desto mehr Heparin wird zuriickgehalten 
Aus vielen Griinden miissen wir annehmen, dab es sich bei einer solchen 
Bindungsfahigkeit der Organextrakte um gewisse EiweiBkérper mit 
iiberwiegend basischem Charakter handelt. Wir haben gefunden, dali 
durch geringen Zusatz von Clupein oder Thymushiston zu einem Serum 
dessen Heparinbindungsvermégen der Zusatzmenge parallel gesteigert 
wird. 

Es hat sich ferner herausgestellt, dap die Heparinbindungsfahigkeit 


der EiweiBlisungen mit dem Altern der Lésungen zunimmt (in starker 


Abhangigkeit von der Temperatur), und zwar langsamer fiir die homogenen 
KiweiBlésungen (Albumine, Globuline), schneller fiir die heterogenen 
KiweiBlésungen (Organextrakte). Es handelt sich hier um molekulaie 
Umlagerungen, wie sie ganz allgemein bei den Denaturierungsvorgangen 
vorkommen. Nun ist bisher tiber den so wichtigen Denaturierungs- 
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mechanismus der Eiweibe wenig bekannt. Aber es besteht vielleicht 
Aussicht, gerade mit Hilfe unserer Kenntnisse tiber die chemische Natur 
des Heparins und tiber die Art und Weise, wie es sich mit EKiweil ver- 
bindet, auch gewisse Kinblicke in den Denaturierungsmechanismus zu 
erhalten. Unsere Uberlegungen in dieser Hinsicht sind folgende: 
Uber die Art der Bindung des Heparins an das Eiwei® als Funktion 
des pn herrscht kein Zweifel: die COOH-Gruppen des  Heparins 
reagieren mit den NH,-Gruppen des EiweiBes. Es erhebt sich nun die 
Frage, ob eine ahnliche Bindungsweise fiir das Heparin und ein Kiweif 
in Frage kommt, das am Anfange eines Denaturierungsvorganges, z. B. 
durch Hitze, steht. Werden basische Gruppen bei der EiweiBdenatu- 


rierung reaktionsfahig ? Es wurde von verschiedenen Seiten behauptet, 


daB die Reaktion der Lésung bei der Denaturierung nach der alkalischen 
Seite hin verschoben wird. Sdrensen und Jiirgensen (13) haben der 
Aufklarung dieser Frage eine gréBere Arbeit gewidmet. Sie finden, das 
nach der Hitzekoagulation immer die Wasserstoffionenkonzentration 
der L6sung vermindert ist. Die erwahnten Verfasser erkliren die 
Reaktionsverschiebung durch eine Veranderung der Konzentration 
der EiweiBkérper in der Lésung. Wir méchten daher auch vermuten, 
dab es bei der Denaturierung zu einem Salzbildungsvorgang zwischen 
den EiweiBmolekiilen untereinander oder zu einer inneren Absattigung 
der basischen und sauren Gruppen der einzelnen Molekiile kommt, 
etwa in dieser Form: 


Hierbei entstehen sicher Polymerisationsprodukte. Infolge der Grébe 
des Komplexes und des zunehmenden Abstandes der Aminogruppen von 
den Carboxylgruppen, wird die basische Dissoziationskonstante gréBer. 
Vergleicht man die py-'Triibungskurve von zwei gleichen Eiweiblésungen, 
wobei die eine durch Saurebehandlung oder Erhitzung denaturiert ist, 
so sieht man, daB die Triibung der vorbehandelten Eiweiblésung im 
Vergleich zu der Kontrolle sich auf der alkalischen Seite ihres iso- 
elektrischen Punktes ausbreitet. Dies kann man als eine irreversible 
Veranderung des Charakters dieses EiweiBes auffassen, die auf einer 
Verminderung der sauren Eigenschaft des betreffenden EiweiBes beruht. 
Dies l4Bt uns im Anschlu®B an Wo. Pauli (14) an die anscheinend mehr- 
fachen isoelektrischen Punkte der EiweiBe denken. Bei der Erhitzung 
oder Saurebehandlung des Eiweibes hat ein Teil des EiweiBes in Wirklich- 
keit einen neuen isoelektrischen Punkt bekommen. Infolgedessen  be- 
kommen wir eine sehr breite Triibungskurve als Funktion des py ohne 
ein scharfes Maximum der Neutralteilchen. 
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Noch eine andere Bindungsméglichkeit ist zwischen Heparin und 
KiweiB bei der Denaturiertung denkbar, namlich durch Nebenvalenz 
bindungen nach Art von van der Waalsschen Kraften. Die Wirkung des 
Heparins kénnte dann darin bestehen, daB es sich dem groben organi 
schen Komplex des EiweiBes anlagert und durch die lyophile Wirkung 
der ins Wasser ragenden Sauregruppe die Léslichkeit des Eiweibes 
erhéht (15). Diese Art von Bindung scheint uns jedoch nur in de: 
nachsten Nahe des isoelektrischen Punktes der EiweiBe und auf dei 
alkalischen Seite méglich zu sein, wo die Léslichkeit der EiweiBe durch 
die Anwesenheit von Heparin gesteigert wird. Gegen Nebenvalenz 
bindung spricht zundchst, daB diese Art von Bindungen meistens seh: 
locker sind, was hier nicht der Fall zu sein scheint. Ferner scheint es 
sich nicht um einen Schutzmechanismus zu handeln, wie ihn Zsiq- 
mondy (16) und seine Mitarbeiter bei der schiitzenden Wirkung von 
Gelatine auf kolloidales Gold nachgewiesen haben. Denn nach Loeb (10 
hangen die Krafte, die das Anhaften der EiweiBbe an die schiitzenden 
kolloidalen Teilchen bewirken, nicht mit der Ionisation des Eiweibes 
zusammen. Die Eiweibhaftung erfolgt namlich, gleichgiiltig, ob das 
Protein sich im isoelektrischen Punkt oder auf seiner sauren Seite be- 
findet, nicht aber auf der alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes. 
Weiter spricht gegen eine Nebenvalenzbindung der Umstand, dai 
Heparin eine relativ starke Saure ist und als solche eher durch Haupt- 
valenzen mit einer basischen Gruppe in Reaktion treten wird. 
Ganzlich kann man aber die Rolle der ,,6ligen** Gruppe des Heparin- 
molekiils bei einer eventuellen Nebenvalenzbildung vor der Hand nicht 
ausschlieBen. 

Fiir eine Hauptvalenzbindung zwischen Heparin und Eiweib bei der 
Denaturierung spricht die Tatsache, daB das Heparin recht fest an das 
EiweiB gebunden ist und dieses gegen irreversible Veranderungen schitzt. 
Zu einer endgiiltigen Lésung dieser Frage werden wir sicher kommen. 
sobald wir mit dem reinen Heparin, das wir jetzt in gréBeren Mengen 
herstellen, arbeiten kénnen. Vorlaufig sind wir geneigt, den Denatu- 
rierungsvorgang der Eiweibe und die Wirkung des Heparins hierbei 
in folgender einfachster Weise aufzufassen, die wir ganz schematisch 
darstellen wollen. 

Bei der Denaturierung bilden die EiweiBmolekiile miteinander oder 
mit sich selbst Salze durch gegenseitige Absattigung von sauren und 
basischen Gruppen: 

; NH3— 0, C 
R \ oder R R. 
C Os CO,—H;N 


Ist Heparin wahrend des Denaturierungsvorganges in der Lésung an- 
wesend, so reagieren die basischen Gruppen des EiweiBes mit der starken 
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iweiBaffinen Sauregruppe des Heparins. Hierbei bildet sich eine salz- 
utige Verbindung zwischen Heparin und EiweiB. Anstatt der irre- 
versiblen, intramolekularen oder intermolekularen Eiweibsalze sind 
reversible Salze von EiweiB und Heparin entstanden. 

Diese Vorstellungen iiber den Denaturierungsvorgang im allgemeinen 
griinden sich auf einige Untersuchungen mit Heparin und sind natiirlich 
nur grob schematisch gedacht. Dab in diesen Vorstellungen aber viel 
Zutreffendes stecken mu, geht daraus hervor, dab Heparin und Ge- 
rinnungsstoff in stéchiometrischen Verhaltnissen miteinander reagieren, 
wie in einer nachsten Arbeit gezeigt werden soll. Der Blutgerinnungs- 
prozeB ist namlich im wesentlichen ein Spezialfall der Denaturierungs- 
vorginge. Wiirde die Bindung von Heparin an die EiweiBe nur durch 
sekundire Valenzen (van der Waalsche Krafte) zustandekommen, so 
lieBen sich keine einfachen stéchiometrischen Verhaltnisse bei der 
Bindung erkennen lassen. Man hat in den letzten Jahren den SH- 
Gruppen eine gewisse Bedeutung fiir den DenaturierungsprozeB  bei- 
gelegt (17). Fiir die Blutgerinnung scheinen sie aber keine Rolle zu 
spielen; denn Versuche mit Glutathion und Cystein sowohl in oxydierter 
als in reduzierter Form zeigten keinerlei Wirkung auf das Heparin. 

Auf Grund der hier mitgeteilten Versuchsergebnisse wollen wir 
jetzt den Mechanismus der Heparinwirkung auf den Blutgerinnungs- 
vorgang erértern. Es war nicht ohne weiteres zu begreifen, wieso das 
Heparin die Gerinnung des Blutes verhindern kann, wenn es, wie wir 
jetzt wissen, frei im Blutplasma anwesend ist. Die Vorstellung war wohl 
im allgemeinen die, dafS$ das Heparin im Plasma an das sogenannte 
Prothrombin’ gebunden war. Die Voraussetzung einer solchen 
Bindungsméglichkeit war die Annahme, dai das Prothrombin ein 
alkalischer EiweiBkérper ist, der sich also im Neutralpunkt auf der 
sauren Seite seines isoelektrischen Punktes befindet; denn sonst ware 
eine derartige Verbindung nicht denkbar. Die Organextrakte dagegen, 
die — in der Ausdrucksweise der Fermenttheorie der Gerinnung als 
.. Thrombokinase* wirken, binden Heparin, wie unsere Versuche gezeigt 
haben. Sie miissen basische Eiweibkérper enthalten, die fiir die Heparin- 
bindung verantwortlich sind. Parallel der Starke, mit der die Organ- 
extrakte die Blutgerinnung férdern, geht auch ihre Heparinbindungs- 
fahigkeit. Der Wirkungsmechanismus des Heparins bei der Blut- 
gerinnung ist demnach der folgende. Wird Gerinnungsstoff zum Blut- 
plasma zugesetzt, so wird zundchst das im Plasma stets vorhandene 
Heparin an den Gerinnungsstoff gebunden. Ist die Menge Gerinnungs- 
stoff groB genug, so wird ein Gleichgewichtszustand erreicht (hier kommt 
das Massenwirkungsgesetz zur Geltung, wie in einer spateren Arbeit 
gezeigt wird). Der UberschuB an freiem Gerinnungsstoff wird nun durch 


seine basischen Gruppen mit den sauren Gruppen der Plasmaeiweibe in 
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Reaktion treten, genau wie vorher mit Heparin. So entstehen die erste: 
Keime fiir die Entwicklung des weiteren Gerinnungsverlaufs. Bein 
Fortschreiten der Gerinnung wird durch denselben Mechanismus wi 
bei der EiweiBbdenaturierung immer mehr freies Heparin gebunden 
An dieser Stelle sei auf die Untersuchungen von Kugelmass (18), Stubc: 
und Lang (19) u.a. hingewiesen, in denen dargetan wurde, daB bei dei 
Blutgerinnung eine Abnahme der H-lonenkonzentration stattfindet. 


Die Wirkung des Heparins auf die Blutgerinnung besteht also darin 
Der Gerinnungsvorgang ist bereits eingeleitet, aber alle frei werdenden 
basischen, reaktionsttichtigen Gruppen werden sofort durch Heparin 
besetzt. Es kommt daher nicht zur Bildung von Gerinnungsprodukten 
im tiblichen Sinne. Ware Heparin nicht vorhanden, so wiirden dieselben 
basischen Gruppen mit sauren Gruppen anderer  EiweiBmolekiil: 
reagieren und als Reaktionsprodukte bei dem GerinnungsprozeB aut 
treten. Heparin wirkt also nicht aus dem Grunde auf die Blutgerinnung 
hemmend, weil es sich an einen besonderen Stoff im Plasma bindet 
sondern dadurch, daB es sich zwischen Organextrakt und Plasma 
eiweibe wie eine Art Puffer hineinschiebt und so die Reaktion zwischen 
ihnen blockiert. Das Heparin reagiert, bis ein Gleichgewicht erreichit 
ist, mit einer der Komponenten des Reaktionsproduktes, die sonst mit- 
einander in derselben Weise reagieren wiirden. Das Studium diese1 

feaktion bietet uns darum eine vorziigliche Méglichkeit, um FEinblick 
in das Wesen des Gerinnungsvorgangs zu bekommen. 

Die Gerinnung geht nach demselben Prinzip vor sich wie die gegen- 
seitige Ausfallung einer Mischung von positiven und negativen Kolloiden 
nach der iiblichen kolloid-chemischen Betrachtungsweise. Wir ziehen 
aber hier eine rein chemische Betrachtungsweise vor, da wir stéchio- 
metrische Verhaltnisse bei der Bindung der Komponenten nachgewiesen 
haben. Wir geben hier einen Jehrreichen Versuch wieder, der deutlich 


demonstriert, wie zwei Komponenten bei verschiedenen Mengen- 


verhaltnissen miteinander reagieren (Exp. 1438 bis 1440). 


Eine Stammlésung von diinnem Organextrakt wurde hergestellt. Aus 
diesem wurden 1. 0,8 cem zu 1lcem physiologischer Kochsalzlésung, dice 
0,05 cem 0,5°%iges Heparin enthielt, zugesetzt. 2. 0,8 cem Organextrakt 
wurden leem unverdiinntem Hiihnerserum, das auch 0,05 cem 0,5 iges 
Heparin enthielt, zugesetzt. Die Gerinnungsgeschwindigkeit der Stamm 
lésung von Organextrakten und der zwei erwaéhnten Lésungen gab folgende 
Werte: 

Gerinnungsstoff (Stammlésung) 1/t = 18,2. 

Lésung | (Gerinnungsstoff in Heparin-Kochsalzlésung) 1/t = 11,5. 

Lésung 2 (Gerinnungsstoff in Heparin-Serum) 1/t = 12,5. 

Dann wurde Lésung | und 2 in das Wasserbad bei 39° C gebracht und 
von Zeit zu Zeit mit Plasma die Gerinnungsgeschwindigkeit gemessen. 
Tabelle X gibt die Resultate wieder. 
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Tabelle X. 





Aus Abb. 8 geht es 


‘ ‘ Reziproke Gerinnungszeit 1/t . 1000 
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iiber der gleichen Lésung 
in Kochsalz gibt. Der mit 1 (Abb. 8) bezeichnete Strich gibt den Ge- 
rinnungswert der Kontrolllésung (1) an. Die Wirkung nimmt dann 
rasch ab und bleibt konstant. 

Nun wurde genau dasselbe 
ohne Heparin wiederholt, sowohl 
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Abb. 8. Abb. 9. 


mit der wasserigen Lésung wie mit Serum. Wir geben hier den Verlauf des 
Versuchs, wie aus der Abb. 9 zu ersehen ist, wieder. Die sofortige 
Steigerung der Gerinnungswirkung des Organextraktes beim Zusatz zu 
Serum ist einleuchtend, indem die waagerechte Linie (in Abb. 9 mit 1 
bezeichnet) die Wirkung der Organextrakte in physiologischer Na(l- 
Lésung in derselben Konzentration wie in Serum zeigt. 

Ein dritter Versuch wurde nach genau demselben Muster, wie 
hier beschrieben ausgefiihrt, bloB mit dem Unterschied, daB wir viel 
weniger Serum in der Lésung hatten. 

Die Zusammensetzung der Lésungen war die folgende: 

1. 0,8 com Organextrakt (Stammlésung) + 1,05 cem  physiologische 
Kochsalzlésung. 

2. 0,8 cem Organextrakt (Stammlésung) + 1 cem physiologische Koch- 
salzlé6sung + 0,05 cem Serum. 

(Beide Lésungen im Wasserbad bei 39° C.) 

Wie aus der Abb. 10 zu ersehen ist, ist die sofortige Steigerung der 
gerinnungsférdernden Wirkung im Vergleich zu dem ersten Versuch nur 
gering. Der mit 1 (Abb. 10) bezeichnete Strich gibt den Gerinnungs- 
wert der Kontrollésung (1) an. Der weitere Verlauf der Prozesse unter- 
scheidet sich deutlich von den Versuchen mit viel Serum. Statt einer 
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schnellen Abnahme der Wirkung erfolgt eine graduelle Steigerung, dic 
mehrere Stunden fortdauert bis Stillstand erreicht wird. 

Daf die beiden Lésungen sich so verschieden verha!ten (einma! 
Serummenge gegeniiber der Organextraktmenge groB, das andere Ma! 
die Organextraktmenge im Verhaltnis zur Serummenge groB), beruht 
auf den verschiedenen Bindungsverhaltnissen der zwei Komponenten 
Bei kolloid-chemischer Betrachtungsweise verhalten sich die zwei Kom- 
ponenten wie Kolloide mit verschiedenem Vorzeichen, die sich gegen- 
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seitig ausfallen. illiter (20) hat folgendes gezeigt: wenn zwei Kolloide 
mit entgegengesetztem Vorzeichen gemischt werden und eins von den 
beiden im UberschuB ist, dann wird die kataphoretische Wanderungs- 
richtung von dem Kolloide bestimmt, das im UberschuB ist. 

Bei rein chemischer Betrachtungsweise geschieht folgendes: Auf 
Grund unserer Kenntnisse tiber die Bindungsfahigkeit der gerinnungs- 
aktiven Organextrakte an Heparin vermuten wir mit recht gutem Grund, 
daB das Heparin an die basischen Gruppen des Organeiweibes gebunden 
wird. In unserer Mischung von Organextrakt und Serum treten Serum- 
eiweiBe an Stelle des Heparins und werden an die basischen Gruppen 
des OrganeiweiBbes gebunden. Zunachst betrachten wir den Versuch, 
bei dem Serum gegeniiber Organextrakt im Uberschu8 ist. Am an- 
schaulichsten schematisieren wir den Vorgang in folgender Weise. Den 


Organextrakt definieren wir als ein EiweiB mit iiberwiegend basischem 


Charakter. Nun ist die Dissoziationskonstante der einen basischen 
Gruppe gréBer als die der anderen. Danach richten sich die Affinitaten 
zu den sauren Gruppen der SerumeiweiBe. Bringen wir die basischen 
OrganeiweiBe mit SerumeiweiB im Uberschu8 zusammen, so wird sofort 
die eine basische Gruppe des OrganeiweiBmolekiils mittels der sauren 
Gruppe des SerumeiweiBmolekiils besetzt. Der Bildung dieses Komplexes 
entspricht die sofortige starke gerinnungsférdernde Wirkung, die durch 
Mischung der beiden Komponenten erreicht wird. 

Da nun ein UberschuB von SerumeiweiB vorhanden ist, bildet sich 
verhaltnismaBig langsam eine zweite Stufe, nimlich eine Absattigung 
der letzten basischen Gruppe dieses Komplexes mit einem zweiten 
EiweiBmolekiil von Serum. Die gerinnungsférdernde Wirkung nimmt 
parallel hiermit ab. Ist die Serummenge im Verhaltnis zu dem Organ- 
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extrakt gering, so entsteht erst mit der Zeit die gerinnungsaktive Form 
(die erste Stufe im Experiment mit Serum im UberschuB) ; und diese 


Form bleibt lange Zeit bestehen, da die Serummenge nicht ausreicht, 
um die letzte reaktive basische Gruppe des OrganeiweiBes abzusittigen. 
Unter dieser Bedingung persistieren die aktiven Stoffe eine lange Zeit 
hindurch, bis sie schlieBlich durch eine innermolekulare Absattigung 
inaktiv werden. Dies hier fiir EiweiBstoffe allgemein beschriebene 
Schema beziiglich der Bildung von gerinnungsauslésenden Stoffen gilt 
auch im besonderen bei der Gerinnung des Blutplasmas. Bei diesen 
Versuchen wirkt das SerumeiweiB also iiberraschenderweise wie eine 
Kinase auf den Organextrakt. 

Diese Art von Versuchen haben wir in gréBerem Stil fortgesetzt 
und dabei auch untersucht, wie Organextrakte sich mit anderen Eiweib- 
koérpern als denen des Serums verhalten. Wir haben reines Casein, 
Edestin, Pepton und Glykokoll untersucht (Exp. 1441 bis 1446). 
Casein und Edestin konnten auch, in passenden Mengeverhaltnissen mit 
Organextrakt, die gerinnungsfordernde Wirkung des Extraktes entweder 
erh6dhen oder mindestens ihre intramolekularen Umlagerungen und 
damit ihre Inaktivierung verhindern. Unter den Bedingungen des 
Experiments war die Wirkung des Peptons nicht eindeutig und das 
Glykokoll war ganz ohne Wirkung. 

Erniedrigt man das px eines heparinhaltigen Blutplasmas, dann 
erfolgt die Gerinnung mit einem passenden Gerinnungsstoff, als ob kein 
Heparin vorhanden ware (5) (12). Die Wirkung der Saéuerung besteht, 
wie wiederholt auseinandergesetzt, darin, daB sich nun das Heparin an 
die PlasmaeiweiBe bindet, weil die Dissoziation der sauren Gruppen des 
KiweiBes zuriickgedrangt ist. Diejenige Menge von starker Saure, die 
zu einer Lésung von Eiweif zugesetzt werden mub, um das Eiweils 
isoelektrisch zu machen, entspricht der Menge von Sauregruppen, 
die von seiten des Proteins geliefert wird, solange es sich auf der 
alkalischen Seite des isoelektrischen Punktes befindet. Wenn Heparin 
zu der Lésung zugesetzt wird, muB mehr Saure zugegeben werden, 
um den isoelektrischen Punkt zu erreichen. Die zur Reaktion gelan- 
genden NH,-Gruppen des EiweiBes werden bei zunehmendem Saure- 
zusatz anfangs mit Heparin besetzt, wodurch das EiweiB saurer wird. 
Erst wenn alles Heparin gebunden ist, kommt die Wirkung der 
NH,-Gruppen zum Vorschein. Heparin, das eine starke Saure ist, 
wirkt, so paradox es klingt, als ob zu der Proteinlésung Alkali zu- 
gesetzt wird, das die basischen Gruppen des Proteins verdrangt. 
Heparinwirkung und alkalische Reaktion des Blutplasmas unterstiitzen 
sich gegenseitig. In einer friiheren Arbeit (1) haben wir hiertiber Unter- 
suchungen angestellt und gezeigt, dab kleinste Heparinmengen durch 
alkalische Reaktion in ihrer Wirkung unterstiitzt werden. Dies ist auf 
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Grund unserer heutigen Kenntnis iiber die Wirkung des Heparins aut 
den Gerinnungsmechanismus vollig erklarlich. 

Da der Gerinnungsvorgang sich unter Wechselwirkung saurer und 
hasischer Gruppen der beteiligten EiweiBe abspielt, ist es verstandlich 
daB die Heparinwirkung titrimetrisch im Alkalidiquivalenz ausgedriickt 
werden kann, was wiederum nur die Mengen der sauren und _ basischen 
Gruppen in den reagierenden EiweiBkomponenten des Plasmasystems 
ausdriickt. Eine wichtige Leistung des Gerinnungsstoffes besteht 
tatsachlich darin, den im Plasma vorhandenen Schutzstoff, das 
Heparin, zu binden. Ist die freie Heparinmenge auf einen geniigend 
niedrigen Betrag herabgedriickt, so verlauft der Gerinnungsproze!) 
sozusagen von selbst. Hiihnerplasma kann sich, wie bekannt, monatelang 
fliissig halten. Bei Kérpertemperatur kann es tagelang dauern, bis es 
spontan gerinnt. Hiihnerplasma gerinnt aber im Laufe von kurzer Zeit, 
sobald nur etwas Salzsiure zugesetzt wird. 

In einem Versuchsheispiel (1360) wurden leem mit gleichen Teilen 
tinger verdiinntem Hiihnerplasma 0,05cem n/10 HCl zugesetzt. Eine 
gleiche Portion Plasma diente ohne HC! als Kontrolle. Beide wurden ins 
Wasserbad von 39°C gebracht. Nach 45 Minuten war das angeséuerte 
Plasma geronnen, wiéihrend das Kontrollplasma noch nach 20 Stunden 
fliissig war. 

Frisch denaturiertes Eieralbumin beschleunigt auch die Gerinnung 
eines Plasmas, und zwar genau aus denselben Griinden, wie der Saure- 
zusatz. Beide Vorgange beruhen auf einer Heparinbindung. Bringt man 
Hiihnerplasma in eine Kollodiumhiilse und dialysiert gegen Ringerlésung 
im Wasserbad bei 39°C unter stetigem Umriihren, dann gerinnt die 
Probe aus solehem Plasma, mit der gleichen Konzentration Gerinnungs- 
stoff gepriift, in immer kiirzerer Zeit. Heparin befindet sich im Blut- 


plasma, wie wir jetzt wissen, in einer frei dialysablen Form. Setzen wir 


eine relativ grobe Menge eines heparinbindenden Stoffes dem Plasma 
hinzu, z. B. Clupein, oder eine Saure, die durch Eiweibfallung Heparin 
bindet, dann kommt es selbstverstaéndlich zu einer Koagulation, nicht 
aber in Form des schénen, gallerteartigen Gerinnsels, wie mit einem Organ- 
extrakt. Im Prinzip ist der Unterschied nicht groB. Mit Organextrakten 
gibt es eine ,,kristallinische** Gerinnung, bei der die EiweiBkorper in 
einer ganz bestimmten Orientierung zusammengehalten werden; im 
anderen Fall erfolgt eine amorphe Ausfallung ohne bestimmte Orien- 
tierung der einzelnen Molekiile. 

In einer friiheren Arbeit (21) haben wir festgestellt, daB eine der 
Wirkungen des gerinnungsférdernden Lipoids darin besteht, das ,,Pro- 
thrombin‘ in Thrombineiweif, in isoelektrisches EKiweib, umzuwandeln. 
Nur als isoelektrisches EiweiB ist der Gerinnungsstoff imstande, die 
Gerinnung auszulésen. Diese Umwandlung kann durch andere Eingriffe 
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Us durch Lipoidzusatz ersetzt werden (Saure, Hitze, Strahlungen). Der 
Unterschied zwischen der Wirkung des Lipoids und des ,,,Thrombins*’ 
besteht darin, daB das Thrombin gegen Heparin sehr wenig empfindlich 
ist, wogegen schon ganz kleine Heparinmengen die Wirkung des Lipoids 
vanz aufheben. Dies liegt daran, daB das Heparin die Umwandlung des 
Prothrombins zu Thrombineiweif verhindert. Liegt diese letzte 


Komponente fertig gebildet vor, dann sind gréBere Heparinmengen 


nétig, um die gerinnungsfordernde Wirkung dieses Komplexes aufzu- 
heben. Jetzt kennen wir den Grund hierfiir. Die Heparinbindungs- 
fahigkeit des Thrombins ist namlich vielmals gréBer wie die des Lipoids 
(bisher als Thrombokinase aufgefabt). 

Die Erérterung unserer Ergebnisse wurde umfassend gestaltet, weil 
wir es fiir richtig hielten, die vielen scheinbar getrennten, aber doch zu- 
sammengehoérigen Tatsachen im Rahmen des Blutgerinnungsproblems 


straff aneinanderzuschlieBen. 


Zusammenfassung. 

1. Verbindungen zwischen Heparin und EiweiBk6érpern sind nur 
in der nachsten Nahe des isoelektrischen Punktes und auf der sauren 
Seite hiervon bestandig. 

2. In Blutplasma und Serum kommt Heparin fast nur als freies 
Heparin vor. 

3. Gerinnungsférdernde Organextrakte vermégen Heparin zu 
hinden. Ihre Bindungsfihigkeit ist von ihrer Gerinnungsaktivitaét ab- 
hangig; beide nehmen im gleichen Sinne zu. 

4. Organextrakte verandern sich ununterbrochen, ,,spontan’’, 
wobei molekulare Umlagerungen vor sich gehen. Diese Veranderungen 
aiuBern sich zuerst in einer Zunahme ihrer gerinnungsf6rdernden 
Wirkung: danach erfolgt eine Abnahme. Ist Heparin anwesend, so ver- 
schwindet es parallel mit diesen Veranderungen aus der Lésung. Dieser 
Vorgang wird als ein DenaturierungsprozeB aufgefaBbt. 

5. Genuine, homogene Kiweibkérper binden das Heparin nur, wenn 
sie durch Erhitzen denaturiert werden. Die Bindung von Heparin an 
hitzedenaturiertes Eiwei erklaren wir durch eine Bindung an frei- 
gewordene basische EiweiBgruppen. Die Bindung von Heparin erfolgt 
starker wahrend der Denaturierungsvorgange als nach ihrem Ablauf. 

6. Durch Zusatz von gerinnungsaktiven Lipoiden zu Eiweib erfolgt 
eine ,,Denaturierung’*, wodurch vorhandenes Heparin gebunden wird. 

7. Die Bindung von Heparin an Eiweib erfolgt wahrscheinlich mit 
einer Hauptvalenzbindung. Die Méglichkeit etwaiger Bindungen durch 
Nebenvalenzen wird erértert. 

8. Das experimentelle Tatsachenmaterial wird in Beziehung zum 
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9. Die Bindungsverhaltnisse des Heparins an die Eiweibkéry 
dienen dazu, einen Kinblick in die Denaturierungsvorgange tiberhauy 
zu erhalten. Die Blutgerinnung wird als ein Spezialfall der Denatu 
rierung behandelt. 

10. Die gerinnungshemmende Wirkung des Heparins beruht auf 
seiner hohen Affinitat zu den basischen Gruppen der gerinnungsaus 
losenden Organextrakte ; dieselben Gruppen wiirden, wenn kein Heparin 
vorhanden ware, mit den sauren Gruppen der Plasmaeiweibe reagieren 
und die ersten Keime fiir den weiteren Ablauf des Gerinnungsprozesses 
bilden. Das Heparin verhindert also die Entstehung des spezifische: 
Reaktionsproduktes dadurch, daB es sich wegen hoher Affinitat mit eine: 
der reagierenden Komponenten verbindet. 

11. Die Auslésung des Blutgerinnungsprozesses durch einen Ge 
rinnungsstoff wird zum groBen Teil durch die heparinbindenden Eige: 
schaften des Gerinnungsstoffes bewirkt. 


Literatur. 
1) 4A. Fascher, diese Zeitschr. 240, 364, 1931. 2) Derselbe, ebenda 244, 
464, 1932. 3) A. Schmitz u. A. Fischer, ebenda 259, 53, 1933. 
4) A. Fischer u. A. Schmitz, ehenda 259, 67, 1933. 5) A. Fischer, ebenda 
270, 250, 1934. 6) A. Schmitz u. A. Fischer, Zeitschr. f. physiol. Chem 


216, 264, 1933. — 7) Dieselben. ebenda 216, 274, 1933. 8) BE. Hammarster, 
diese Zeitschr. 144, 383, 1924. 9) F. Gates, J. exper. Med. 33, Nr. 1, 1921. 
10) J. Loeb, Die EiweiBkorper. Berlin, Julius Springer, 1924. LL) A. Fischer 


u. BE. Hecht, diese Zeitschr. 269, 115, 1934. — 12) A. Fischer, ebenda 270, 
235, 1934. 13) S. P. L. Sérensen u. E. Jiirgensen, Medd. fra Carlsberg 
Laboratorium 10, 1, 1911—1913. 14) Wo. Pauli, Kolloidchem. 1, 40 u. f. 

15) H. Freundlich u. Slottmann, diese Zeitschr. 188, 101, 1927. 16) R. Zsiq 
mondy, Kolloidchem., Leipzig 1918. 17) A. H. Mirsky u. M.L. Anson, 
J. Gen. Physiol. 18, 307, 1935. —- 18) J. N. Kugelmass, Arch. f. intern. Phys 
21, 139, 1923. 19) B. Stuber u. K. Lang, diese Zeitschr. 191, 378, 1927 


_ 20) Billiter, Ber. d. Wien. Akad. d. Wiss. 118, 1159, 1904. — 21) A. Fischer, 
diese Zeitschr. 270, 261, 1934. 
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Uber die Konstitution der Adenosintriphosphorsiure. 
Von 
Katashi Makino. 
(Aus der Inneren Abteilung des Dairen- Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 


(Eingegangen am 14. Mdrz 1935.) 


Im Jahre 1932 wurde von Barrenscheen und Filz eine Mitteilung 
iiber die Struktur der Adenosintriphosphorséure veréffentlicht, in der 
eine vorlaufige Konstitutionsformel aufgestellt wird. Nach dieser 
Formel sind die beiden labilen Phosphorséiuregruppen der Adenosin- 
triphosphorsaéure mit der Aminogruppe des Adenins verkniipft. Die 
irunde sind folgende: 1. Nach den Autoren ist die Geschwindigkeit der 
Desaminierung der Adenosintriphosphorséiure mit salpetriger Saure 
langsamer als die der Muskeladenylsiure. 2. Die Darstellung der 
Inosinpyrophosphorsaure, die nach Lohmann existenzfahig ist, gelang 
nicht. 3. Die Adenylsiure kann durch den Muskelextrakt von Schmidt 
enzymatisch desaminiert werden, dagegen nicht die Adenylpyrophos- 
phorsaure. 4. Gegeniiber der Muskeladenylsiure zeigt die Adenosin- 
triphosphorséure, von der wesentlich besseren und langer anhaltenden 
Wirkung abgesehen, einen weiteren  charakteristischen Unterschied: 
Es ist dies der bedeutend langsamere Eintritt der GefaBerweiterung. 
Dagegen glaubt Lohmann, das Adenosinpyrophosphorsdéure durch 
salpetrige Séure zu Inosinpyrophosphorsaéure desaminiert werden kann 
und die Desaminierung der Aminogruppe in der Adenylpyrophosphor- 
saure und Adenylsaure mit salpetriger Saure annahernd mit derselben 
Geschwindigkeit erfolgt. Also wire die Méglichkeit der Bindung von 
zwei Phosphorséuregruppen an der Aminogruppe des Adenins aus- 
geschlossen; ferner wird von Lohmann die Elektrotitrationskurve der 
Adenylpyrophosphorséure vor und nach Saéurehydrolyse (nHCl)_ be- 
stimmt. Die Adenylpyrophosphorsaure besaéBe danach vier Saure- 
valenzen, die aufgespaltene Verbindung sechs Saurevalenzen. 

Indessen glaubt Barrenscheen, dab Inosintriphosphorsaéure ein 
Gemisch von anorganischem Phosphat, Inosinsaiure, unveranderter 
Adenosintriphosphorséure und Pyrophosphat ist. Die oben erwahnte 
Meinungsverschiedenheit der Autoren veranlaBt mich, iiber einige 
Versuche zu berichten. Die zur Untersuchung verwendete Adenosin- 
triphosphorsaure (Ca-Salz) wurde genau nach der Vorschrift von Barren- 
scheen und Filz dargestellt und erwies sich analysenrein. 

1. Selbst diese noch nicht mit Eisessig-Nitrit behandelte Adenyl- 
pyrophosphorsaure gibt auch die Boesekensche Reaktion fiir korre- 
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spondierende alkoholische Hydroxyle, wie Muskeladenylséure und 
Adenosin. (Auch Lohmann nimmt an, daB die Adenylpyrophosphor- 
saiure ein komplexes Kupfersalz gibt und daB die Pentose der Adeny!l- 
pyrophosphorsaure demnach ebenfalls wie Muskeladenylsaiure noch dic 
beiden korrespondierenden Hydroxyle enthalten sollte.) Somit wurde 
bewiesen, da die beiden Hydroxyle an C, und C, der Ribose unverestert 
sind. Die Formel 1 von Barrenscheen und Filz kann demnach nich/ 
bestehen bleiben. 

2. Falls die Formel 2 von Barrenscheen und Filz richtig ware, mul} 
auch unter der von Lohmann angegebenen Bedingung der Saurehydro- 
lyse (7 Minuten lang im siedenden Wasserbad mit nHCl) die Aziditat 
des Hydrolysengemisches gegen Phenolphthalein unverandert bleiben. 
weil die beiden labilen Phosphorséiuremolekiile nach dieser Formel mit 
den tertiaren Sauregruppen an der Aminogruppe des Adenins gebunden 
sind. Dies ist aber nicht der Fall. Nach meinem Versuch entspricht dic 
Aziditatsvermehrung durch Saéurehydrolyse zwei Saurevalenzen (gegen 
Phenolphthalein). Somit kann auch die Forme! 2 nicht bestehen bleiben. 

Nach Lohmann sind die beiden leicht hydrolysierbaren Phosphor- 
siuremolekiile in Form von Pyrophosphorséure an den Adenylsaurerest 
gebunden. Da die Méglichkeit, daB der Pyrophosphorsaurerest an Adenin 
oder an Ribose sitzt, ausgeschlossen wurde, ist vorliufig folgende Forme! 
aufzustellen : 


i ine . ae OH OH LOH 


HC C—N-——C—C—C—C—CH,—0O—P=0 P=0 P=O 
| >»CH OH OH 39 ‘ 
N—C—N oa O O OH 


O 


3. Es ist wohl bekannt, dafi Muskeladenylsaure, Hefeadenylsaure 
und Adenosin, in Ohrvenen eingespritzt, an Kaninchen blutdrucksenkend 
wirken (Dosis je 1 mg). 

Wenn diese Verbindungen aber in die Pfortader eingespritzt werden, 
zeigt Hefeadenylsiure gegeniiber den anderen zwei Verbindungen einen 
charakteristischen Unterschied. Adenosin und Adenylsaure sind dabei 
wirkungslos, dagegen wirkt Hefeadenylsiure noch bedeutend carotis- 
drucksenkend (Dosis je 1 mg). Diese Tatsache ist folgendermaBen zu 
erklaren: Die Wirksamkeit der Adenosinderivate ist von der Amino- 
gruppe des Adenins abhangig und die desaminierten Produkte Inosin und 
Inosinséure sind wirkungslos. Es wurde festgestellt, da Adenosin und 
Adenylsdéure unter der Einwirkung von Organferment leicht Ammoniak 
bilden, wahrend der Desaminierung der Hefeadenylsaure die Entstehung 
des Adenosins unter Dephosphorylierung vorausgeht. Somit ist die Hefe- 
adenylsaure, die in die Pfortader eingespritzt wird, durch Leber schwer 
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desaminierbar und kann dementsprechend dabei auch carotisdruck- 
senkend wirken, wie bei der Darreichung in Ohrvenen, waihrend Muskel- 
adenylsiure und Adenosin durch Leber direkt angreifbar, dement- 
sprechend ebenso unwirksam sind, wie Inosin. 

Nun wurde in einer Untersuchung von Dr. Jono im hiesigen Labo- 
ratorium festgestellt, dafs Adenosintriphosphorsaure, die in die Pfort- 
ader eingespritzt wird, ebenso unwirksam ist, wie Adenosin und Muskel- 
adenylsaure, wahrend Adenosintriphosphorsdure bei der Injektion in die 
Ohrvene ausgesprochen wirksam ist Dies spricht sicher dafiir, daB die 
beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsiuremolekiile der Adenyl- 
pyrophosphorsaéure nicht an die Aminogruppe des Adenins gebunden 
sein kénnen. 

Versuche, 
1. Béesekensche Reaktion. 

Zur Untersuchung wurden 50 mg Adenosintriphosphorsaéure (Caleium- 
salz) verwendet. Der Versuch wurde in genau der gleichen Weise ausgefiilrt 
wie 1m Versuch von Parnas und Klimek. Die Reaktion fallt positiv aus. 
2. Bestimmung der durch Sdurehydrolyse erfolgenden Aziditdtsvermehrung. 

Kine 0,05072 g freier Adenosintriphosphorsiure entsprechende Menge 
von Caleciumsalz dieser Saure wurde gewogen (aus N-Gehalt berechnet) und 
mit 1,94 cem n HCl im Einschmelzrohr wahrend 7 Minuten bei 100° erhitzt 
(im siedenden Wasserbad). 

Nach dem Erkalten des Hydrolysats wurde das Rohr geéffnet, mit 
n/10 NaOH gegen Phenolphthalein titriert. 

Verbraucht wurden 23,4 cem n/10 NaOH. 

Der abgespaltene Phosphor wurde in der iiblichen Weise bestimmt. 
Dephosphorylierungsgrad der leicht abspaltbaren Phosphorsaure 91 %. 

Die gleiche Menge von Adenosintriphosphat, wie oben, wurde ohne 
Saurehydrolyse direkt mit n/10 NaOH gegen Phenolphthalein titriert. 


Verbraucht wurden 2,3cem n/10 NaOH. Aziditaétsvermehrung durch 
H ydrolyse 23,4 19,4 — 2,3 1,7cem n/10 Saure. 


st 


Theoretische Aziditatsvermehrung bei 91°, Dephosphorylierung 
1,8 cem n/10 Saure. 


Literatur. 


1) Lohmann, Naturwiss. 17, 624, 1929; diese Zeitschr. 254, 381, 1932. — 
2) Barrenscheen u. Filz, ebenda 250, 281, 1932; 265. 141, 1933. 








Uber Spaltung von a- und £-Glycero-phosphaten 
durch frische Hefe und geléstes Hefen-ferment. 
Von 
Werner Schuchardt. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 15, April 1935.) 


Die Erkenntnis eines phosphatatischen Effektes, der sich auf N-freie 
Substanzen erstreckt, geht auf die Untersuchungen Hardens iiber die 
Phosphorylierung von Zucker und die damit verbundene enzymatische 
Wiederaufspaltung des erzeugten Zymophosphats zuriick!. Diese 
Reaktion besitzt komplexen Charakter, indem Umgruppierungen 
am Zuckermolekiil sowie Umesterungen erfolgen, wie sich spater ge- 
zeigt hat®. Meines Wissens ist die erste, auf einfache Substrate sich 
erstreckende Wirkung einer Phosphatase von Neuberg und Karczag* 
festgestellt worden, und zwar an glycerin-phosphorsauren Salzen. Die 
Autoren fanden namlich, da dieses Material leicht von frischer Hefe 
zerlegt wird. Seither ist die Phosphatase Gegenstand eifriger Erforschung 
geworden. Die Untersuchungen von Neuberg mit Wagner, Jacob- 
sohn u.a.*, welche die phosphatatische Spaltbarkeit der sekundaren 
Phosphorsaure-ester und der Pyro-phosphorestersiure entdeckten, 
haben gelehrt, daB die Zahl der brauchbaren Substrate auBerordentlich 
gro} ist; sie wiesen nach, da nicht allein natiirlich vorkommende 
Korper, sondern auch synthetische dem Zugriff des Ferments unter- 
liegen. Durch diese Arbeiten hat ebenso wenig wie durch Unter- 
suchungen von Harden und Plimmer® die Frage Beantwortung erfahren. 
ob die Phosphatasen verschiedenen Ursprung. identisch sind und ob die 
Hydrolyse von primaren und sekundaren o-Phosphorsaiure-estern sowie 
von sauren Pyro-phosphorsdure-estern jeweils einem einzigen Ferment 
zuzuschreiben ist, oder ob verschiedene Enzyme dafiir verantwortlich 
zu machen sind. Man hat in Betracht zu ziehen, da voneinander unter- 
scheid bare Phosphatasen das gleiche Substrat zu hydrolysieren vermogen. 


1 4. Harden, Alcoholic Fermentation, 4. Aufl., S. 42, 1932. — ? Vgl. 
C. Neuberg u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481; 191, 456, 1927; 
R. Robinson, Nature 120, 44, 1927; H.v. Euler u. K. Myrbdck, Ann. 464, 
56, 1928. 3 -C. Neuberg u. L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 64, 1911. 
’ Literatur siehe bei C. Newberg u. E. Simon, in Oppenheimers Handbuch 
der Fermente I, 8. 515, 1925; ILI, 8S. 743, 1928; diese Zeitschr. 199, 498, 192s. 
— > R.H. A. Plimmer, Biochem. J. 7, 43, 1913. 
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Zu diesen Fragen haben die einzelnen Forscher abweichende Stellungen 
genommen. Sicher ist, dal sich Phosphatasen bei weit auseinander 


iegenden optimalen px betatigen kinnen. Es haben sich deutliche Optima 
im sauren wie alkalischen Gebiet offenbart. Die daraus auf das Vorliegen 
mehrerer besonderer Enzyme ableitbaren Schliisse sind nicht einheitlich 
ausgefallen und sollen hier nicht naher erortert werden. Japanische For- 
scher, namentlich Akamatsu und Mitarbeiter!, haben jedenfalls ange- 
nommen, da} fur die einzelnen Substrate, insbesondere fiir die sekundaren 
Phosphorsaure-ester und die Pyro-phosphorsaure-ester, deren tiber- 
raschende Spaltbarkeit von Neuberg, Wagner und Jacobsohn (a. a. O.) auf- 
gefunden und von den japanischen Forschern bestatigt war, sowie fiir die 
primaren o-Phosphorsaure-ester verschiedene Phospho-esterasen verant- 
wortlich zu machen sind. Einen anderen Standpunkt nehmen S. Thann- 
hauser und seine Mitarbeiter, z. B. W. Klein und A. Rossi?, ein, welche 
bestimmte Aussagen der japanischen Forscher in Zweifel ziehen und in 
diesen Fallen die Existenz einer einzigen Phosphatase (oder zum min- 
desten eines nicht trennbaren Phosphatase-homologen-gemisches) fiir 
wahrscheinlich erachten. Zu Gunsten der Dualitaét oder Pluralitat 
der Phosphatasen schien nun eine beachtenswerte Arbeit von A. Scha/fner 
und £. Bauer® zu sprechen. Diese Autoren haben mitgeteilt, daB Bier- 
hefe eine Phosphatase enthalt, die praktisch nur x%-Glycero-phosphate 
angreift. Die erwahnten alten Untersuchungen von Newberg und 
Karezag tiber die enzymatische Hydrolyse der glycerinphosphorsauren 
Salze mit Hefenferment waren ebenso wie die von S. Akamatsu 4, dei 
im hiesigen Institut die Hydrolysierbarkeit der Glycerophosphat: 
durch das Enzym eines anderen Pilzes (Asp. oryzae) festgestellt hat, 
mit einem kéuflichen Préiparat vorgenommen, dessen Zusammen- 
setzung bei dem damaligen Stande der Synthese Schwankungen unter- 
worfen gewesen ist. Inzwischen sind g- und 6-Glycerophosphate in 
reiner Form zuginglich geworden und vielfach als Substrate benutzt. 
Ohne das gesamte Schrifttum zu zitieren, méchte ich nur hervorheben, 
daB die Spaltbarkeit von z- wie von f-Glycero-phosphat mit tierischer 
Phosphatase, aber auch mit Phosphatase vegetabilischer Herkunft 
unzweifelhaft ist. Dabei sind Unterschiede zwischen den beiden Iso- 

! Besonders AK. Kurata, J. Biochem. 14, 25, 1931; H. Takahashi, 
ebenda 16, 447, 1932: R. Hotta, ebenda 20, 343, 1934; siehe auch 7’. Satoh, 
J. of Biochem. 21, 19, 1935, der Phosphatasen zur Klarung der Frage nach 
der Verteilung der verschiedenen Phosphorsaure-reste auf das Molekiil 
der Adenosin-tri-phosphorsaiure zu verwenden gesucht hat. Auf die nach 
anderer Richtung bedeutsamen Befunde von Karrer und Salomon, Bamann, 
Erdtman sowie Albers kann in diesem Zusammenhang nur hingewiesen 
werden. 2 W. Klein u. A. Rossi, H. 231, 109, 1935. » A. Schatiner 
u. #. Bauer, H. 232, 66, 1935. — 4 8. Akamatsu, diese Zeitschr. 142, 
184, 1923. 
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meren beobachtet, indem zumeist! die B-Verbindung enzymatisch leichter 
zerlegt wurde als das «-Derivat. Mit unseren eigenen Erfahrungen sowie 
mit den in der Literatur zahlreich vorhandenen Angaben anderer 
Autoren stand eine prazise Aussage von Schdf/ner und Bauer im Wider- 
spruch; sie beschreiben, dab in der Hefe fast ausschlieBlich %-Glycero- 
phosphatase vorkomme und daf die p-Verbindung gar nicht oder nur 
in ganz geringem Ausmab angegriffen werde, z. B. nach ‘2 Stunden 
zu 3.0%, bei 48.6°,iger Spaltung der g-Verbindung in gleicher Zeit. 
ich habe daher die Untersuchungen von Veuberg und Karczag (a. a. O.), 
die mit Hefe-zellen ausgefiihrt waren, wiederholt und zugleich die An- 
gaben der Prager Autoren nachgepriift, die vorwiegend mit geléster, 
durch Glycerin extrahierter Hefen-phosphatase gearbeitet haben. 
Diese ausgezogene Phosphatase wurde in mit Alkohol gehdarteten 
Kollodiumhiilsen dialvsiert, doch betonen die Autoren ausdriicklich, 
daB schon der nicht dialysierte Hefenextrakt ebenso wie Hefen- 
mazerationssaft stark auf die «-Verbindung, aber kaum auf die 
f-Verbindung einwirke. Die weitgehende Behauptung von Schaffner 
und Bauer, daB die Hefe praktisch nur «-Glycero-phosphatase und keine 
isodynamen Phosphatasen enthalt, konnte ich nicht bestatigen; denn 
bei Befolgung einer ahnlichen Versuchs-anordnung, 
und Karezaqg vor einem Vierteljahrhundert eingefiihrt wurde, zerlegt zu- 
nichst die Gesamthefe beide Isomeren und sogar die B-Verbindung stdrkei 
als die a-Verbindung (siehe Tabelle I). Dieses Verhalten tritt sowohl 
bei einem pr von 4 als von 6 zutage. 


wie sie von Neuberg 


Verwendet man Trockenhefe in wasseriger Aufschwemmung, so 
ist folgendes festzustellen: Bei pu 4 wird die B-Verbindung, bei py 6 die 
a-Verbindung leichter hydrolysiert (siehe Tabelle IT). 

Bei Hefen-mazerationssaft und bei Glycerin-extrakten aus Bierhefe 
liegen die Verhiltnisse anders. Hier wird in der Tat die «-Verbindung 
rascher zerlegt als das f-Isomere (siehe Tabelle [IV und V).  Aller- 
dings habe ich solche Differenzen wie die Prager Forscher niemals 
beobachtet, indem unter gleichen Bedingungen von der x-Verbindung 
durchschnittlich rund doppelt bis viermal soviel der Zersetzung anheim- 
fiel als von der f-Verbindung: in derselben Weise wurde aber auch 


letztere — immer unter Versuchsbedingungen, die denen der Prager 
Autoren entsprechen — zu 9 bis 30°), also jedenfalls in erheblichem 


Ausmape, zerlegt. Mit dialysiertem Glycerin-extrakt erhielt ich im Prinzip 
die gleichen Resultate (siehe Tabelle V1). 
Diese Befunde beleuchten die Tatsache, da sogar bei einzelligen 
Organismen, wenn sie als Zellsuspensionen zur Anwendung gelangen, 
1 Z. B. H. D. Kay, Biochem. J. 20, 791, 1926; H. D. Kay u. E. R. Lee, 


J. of Biol. Chem. 91, 135, 1931; J. Roche, Biochem. J. 25, 1724, 1931; 
D. R. Davies, ebenda 28, 529, 1934: J. Courtois, C.r. 199, 95, 1934. 
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sich die Anwesenheit homologer rermente offenbart, die bei losgelésten 
Enzymen, nicht oder unvollkommen wahrzunehmen ist. 

Um Sicher zu gehen, dafB nicht etwa die zumeist von uns ver- 
wendete Patzenhofer Unterhefe ein atypisches Verhalten  besitzt, 
habe ich noch eine weitere Hefe, die der L6wen-Brauerei- Bbhmisches 
Brauhaus, gepriift, und zwar in der frischen Hefe, ihren Trocken- 
priparaten, ihren Mazerationssiften und Glycerm-extrakten sowie 
deren Dialysaten. Diese Hefenart verhalt sich insofern gleich, als sie 
inzweideutige Wirkung auf beide Isomere ausiibt. Ein Unterschied 
bestand nur bei frischer Hefe, die bei py 4 das f-lsomere, bei py 6 das 
y-lsomere starker angriff (siehe Tabelle VIII). 

Nach diesen Darlegungen ist folgendes sicher: Bierhefe enthalt 
Phosphatase, die sowohl g- als #-Glycero-phosphate hydrolysiert. 
Die Hefe nimmt in dieser Richtung keine Sonderstellung gegeniiber 
anderen Zellarten ein. 

Ob meine abweichenden Ergebnisse dadurch zustande kommen, 
daB vom System der Hefen-fermente eine wechselseitige Umlagerung 
von g- und f-Glycero-phosphaten herbeigefiihrt wird, wie das z. B. bei 
den Zymophosphaten von Neuberg und Leibowitz (1. c.) und bei der 
3- und 2-Phospho-glycerinsiure von O. Meyerhof und W. Kiessling! 
nachgewiesen ist, soll untersucht werden. Wenn sich soleche Umwand- 
lungen schnell vollziehen und die Faktoren, die diese Um-phosphory- 
lierung herbeifiihren, etwa in den Hefen der Prager Autoren gefehlt 
haben oder bei der Dialyse entfernt sein sollten, oder wenn es eine %- und 
eine B-Glycerophosphatase von verschiedenem Permeierungsvermégen 
gibt?, so kiénnte der Widerspruch zwischen meinen Ergebnissen und 
denen von Schaffner und Bauer einer Klérung® zugefiihrt werden. 


1 O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 276, 239, 1935. 

* Das wiirde bedeuten, daB Schdfiner und Bauer in einem wichtigen 
Spezialfall die Trennung von x- und /-Ferment gelungen ist. — *% Den 
von Schdffner und Bauer (1. ¢.) beziiglich des Ablaufs der Garung gemachten, 
sich auf den biologischen Spaltungsgrad verschiedener phosphorylierter 
Zuckerabkémmlinge beziehenden Bemerkungen méchte ich widersprechen. 
Mit frischer Hete dem Normalobjekt sind namlich die Hydrolysen- 
geschwindigkeiten fiir Hexose-di-phosphat, Robison-ester, Mono- bzw. Di- 
phospho-glycerinsiure usw. nicht geringer als die fiir «-Glycerinphos- 
phorsiure. Auch scheint mir die Méglichkeit der Isolierung von Phos- 
phobrenztraubensiure, die sich aus Phospho-glycerinsaiure in dialysiertem 
co-fermentfreiem Muskelsaft also mit der Methodik partieller Zymase- 
fraktionierung durch Ferment- oder Co-Ferment-ausschaltung (Neuberg u. 
Kobel, diese Zeitschr. 272, 445, 1934; J. of Bacteriology 28, 461. 1934. 
C. Neuberg u. M. Scheuer, Wiener Monatshefte 53/54, 1035, 1929) in 
2 bis 3 Minuten bildet, keine Stiitze fiir die Auffassung der genannten 
Autoren zu bieten. 
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Bis dahin wird man auch nur mit Vorsicht ihre Methode (1. ¢. S. 64 
zur Unterscheidung von «- und f-Glycerophosphat anwenden, die sir 
auf die erwahnte, sicher nicht allgemein giltige Resistenz des p-Isomeren 
gegen Hefenphosphatase griinden wollen. 


Versuchsteil. 
Folgende Ansatze wurden benutzt: 
5cem Acetatpuffer, 
leem Substrat (7.2 mg P in 1 ccm Natriumsalzlésung), 
1eccm m5 Magnesiumsulfat-Lésung (als Aktivator), 
4 Tropfen Toluol. 

Nach Erwarmung auf 37° wurden die speziell angegebenen Ferment. 
mengen hinzugesetzt und die Volumina jeweils mit 37° warmem Wasse1 
auf 20 cem aufgefiilllt. AuBerdem wurden Kontrollversuche ohne Sub- 
strat in genau gleicher Weise angestellt. Die dabei erhaltenen Wert: 
sind bei der Berechnung der tabellarisch wiedergegebenen Prozentzahlen 
bereits beriicksichtigt. 

Das Calcium-glycerophosphat (Merck, Darmstadt) wurde iiber 
das Bariumsalz gereinigt und enthielt nach der gemafs unseren Er- 
fahrungen sehr verlaBlichen und schnell ausfiihrbaren Methode von 
Fleury und Paris! 95% «-Salz. Daraus wurde eine Lésung des Na- 
Salzes bereitet. Im f-glycerinphosphorsauren Natrium (Fraenkel und 
Landau) konnten maximal 3°, x-Salz nachgewiesen werden. 


1. Versuche mit frischer Patzenhofer He fe 2 


25g frische Hefe®? wurden in 100 ccm Wasser aufgeschwemmt 
Von der Suspension dienten 5cem zu jedem Ansatz. 


. « 0 





Tabelle Il. Mit frischer Patzenhofer Hefe abgespaltener P in %. 
Aus Aus Aus Aus 
Nach Std. @-Glycero- s-Glycero-  «@-Glycero-  3-Glycero- Bemerkungen 
phosphat phosphat phosphat phosphat 
2 22.0 21.2 27.5 = ag - 
2 15 1 10.3 I8 9 50.8 10 Tage spater bezogene Hef: 
2 24,7 30.3 13.8 31.5 6 - - - 
2 22.0 27.5 16.3 37,8 6 . - , . 
Pu 4,9 4.0 6.9 6.0 


Das Verhalten von frischer Patzenhofer Hefe wurde vergleichsweise 
auch gegentiber Hexose-di-phosphorséiure, Glucose-:i0no-phosphor- 


1 P. Fleury u. R. Paris, C. r. 196, 1416, 1933; J. Pharmac. Chim. 
[8] 18, 470, 1933; siehe auch W. Kiessling, Ber. 6S, 243, 1935. * In 
allen Versuchen wurde gewaschene Hefe benutzt. 
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siure-ester, 3-Mono- und Di-phospho-glycerinsaure als Substraten 
veprift. Dazu wurden ebenso wie bei der «- und f-Glycerin-phosphor- 
siure neutrale Natriumsalzlésungen mit 7,2 mg P pro | cem verwendet!. 


fabelle Il. Mit frischer Patzenhoter Hefe abgespaltener P in ° 
| 


O° 











Aus Aus 
Aus 2 
Aus Aus Aus Gienan " 3-Mono- Di- 
Nach Std. @-Glycero-  3-Glycero- _ Hexose- mani phospho- phospho 
phosphat phosphat — di-phosphat phosphat glycerin glycerin- 
saure saure 
2 24,7 30.3 32.5 34.4 24.8 30.2 
PH 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 4.0 
Aus Aus Aus ( Rn ool 3-Mono- Dis 
Nach Std. a-Glycero- 3-Glycero- Hexose- pines phospho- phospho- 
phosphat phosphat di-phosphat phosphat glycerin- glycerin- 
siure sure 
2 13.8 31,5 25,3 40.3 26,2 16,5 
Pu 6,0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 


2 


2. Versuche mit Trockenhefe aus Patzenhofer Hefe. 


20 g bei 20° oder Zimmertemperatur getrocknete Hefe wurden 
in 120 cem Wasser fein verteilt und 114 Stunden im Eisschrank auf- 
bewahrt. Von dieser Suspension wurden zu jedem Ansatz 3 ccm gefiigt. 


Tabelle III. Mit in Wasser suspendierter Patzenhofer Trockenhefe 
abgespaltener P in %. 





Aus Aus Aus Aus 
Nach Std. «@-Glycero- 8-Glycero- «@-Glycero- p-Glycero- Bemerkungen 
phosphat phosphat phosphat phosphat 
2 38,5 63,2 bys 61,5 
2 62.9 38,5) Tave spi bezog f 
2 20,7 39,6 | 2) oe 
2 53.6 27,5 aa ; 
Pu 4.0 4.0 6.0 6,0 


! Phospho-brenztraubensdure wird unter den selben Bedingungen (s. 58. 168) 
bei px 4,0 zu 19,3°), bei px 6,0 zu 72,4 % hydrolysiert. Bei der relativ groBen 
Empfindlichkeit der Phospho-brenztraubensaiure gegeniiber sauren Agenzien 
war zu untersuchen, ob sie bei den kolorimetrischen Phosphorsaure-be- 
stimmungen, z. B. nach Fiske-Subbarow, und bei der quantitativen Abschei- 
dung der Brenztraubenséure nach Neuberg-Simon angegriffen wird. Es 
zeigte sich, daB Phospho-brenztraubenséure unter dem EinfluB der Reagen 
zien allein nicht zerfallt. Auch bei 2stiindigem Stehen im Brutschrank 
bei 37° wird die Verbindung nur so wenig hydrolysiert, daBb die dabei ab- 
gespaltene Phosphorsiuremenge vernachlissigt werden kann. So werden 
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3. Versuche mit Mazerationssaft aus Patzenhofer Trockenhefe. 


Den Ansatzen wurden 2 cem Mazerationssaft zugesetzt. 


Tabelle IV. Mit Saft von Patzenhofer Trockenhefe abgespaltene 





Pin %. 
is ae Aus «-Glycero Aus 3-Glycero- 
Nach Std. phosphat phosphat Bemerkungen 
2 65.3 16,4 
2 48.9 26.3 Priparat aus 6 Tage spiter bezogener Hef 
2 52,2 8.6 : ae - a 
2 68,8 1t.5 ‘ eit ¢ i ; 
2 75,3 30,5 4 . '» Jahr alter Trockenhefe 
Py 6,0 6,0 


Bei px 4,0 waren die untersuchten Safte nur schwach wirksam 


Es konnten nur 5 bis 15° ,ige Spaltungen des «- und f-Salzes nach 
2 Stunden festgestellt werden. 


4. Versuche mit Glycerinextrakten von Patzenhofer Trockenhefe. 
140 g fein gemahlene ‘Trockenhefe wurden mit 500 cem Glycerin 
24 Stunden unter haufigem Umriihren behandelt; dann wurde schart 


Tabelle VV. Mit Glycerinextrakt von Patzenhofer Trockenhef: 
abgespaltener P in %. 





é : z-G ATH. ;. * . alt) - 
Nach Std. | AUS @-Glycero- Aus 3-Glycero Bemerkungen 


phosphat phosphat 

2 51,5 17,0 — 

9 57.7 998 Priiparat aus 6 Tage spiter bezogener Hefe 
2 58,3 27,8 ® m6 » 2 ‘ c 
2 51, 19,3 a. 2 i : 
2 68,8 19,3 - - 1, - - ge 

waschener Hefe. 

2 66,2 46,8 Priiparat aus !/, Jahr alter Trockenhefe. 
PH 6,0 6,0 


nach 2 Stunden aus einer m/100 Phosphopyruvinatlésung bei pu 6,0 nur 
0,3 bis 0,596, bei pu 4,0 nur 0,8 bis 1,0% P frei. Nach eintagigem Stehen 
ist jedoch die in anorganische Bindung iibergegangene Phosphorsaure nicht 
mehr auBer acht zu lassen; es sind dann Kontrollversuche mit Substrat 
allein anzusetzen. In einem Versuch, bei dem eine m/100 neutrale Na- 
Salzlésung der Phospho-brenztraubensiure 18 Tage im Brutschrank stand. 
waren 58,9°% Brenztraubensiure nachzuweisen. Sehr langdauernde Ferment- 
versuche kénnen daher Brenztraubensiurebildung vortéuschen, wahrend 
der eigentliche fermentative Abbau tatsachlich nur zum Brenztrauben- 
sdure-ester gefiihrt hat. 
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ibzentrifugiert. Ein Teil des Extraktes wurde in mit Alkohol geharteten 
Kollodiumhilsen gegen Wasser dialysiert. 


l5cem Extrakt wurden mit 30 cem Wasser verdiinnt und davon 
5eem zu jedem Ansatz gegeben. 


Tabelle VI. Mit dialysiertem Glycerinextrakt von Patzenhofer 


Trockenhefe abgespaltener P in %. 





Aus Aus 
Nach Std. a-Glycero- 3-Glyecero- Bemerkungen 
phosphat phosphat 

2 46,8 22,6 
3 34,6 6.8 
5 4,6 16, { Priparat aus einer Woche spiter bezogener Hefe. 
2 35.7 17,9) 
2 51,3 19.3 ne . 18 Tage ¥ a 
2 68,8 16,0 ; . ‘yg Jahr alter Trockenhefe. 

Pu = 6.0 6.0 


Vom dialysierten Extrakt wurden 3 ecem jedem Ansatz zugefiigt. 
Bei pu 4.0 waren dialysierter und undialysierter Glycerinextrakt 
den gleichen Substraten gegeniiber kaum wirksam. 


Wie bei frischer Hefe, so wurden auch hier weitere Phosphorsaure- 
ester der Einwirkung undialysierter und dialysierter Extvakte unter- 
worfen. Die Resultate sind aus der folgenden Tabelle zu ersehen. 


Tabelle VII. Abgespaltener P in %. 





Aus Aus 
Au e i 

Mach Aus Aus Aus iientens 2-Mono- Di- 

‘Std a-Glycero-  3-Glycero- Hexose- iin phospho- phospho- Bemerkungen 

Ty ol phosphat phosphat di-phosphat phosphat glycerin- glycerin- 

cia séure shure 

2 57,7 22,8 27,7 17,5 20,5 7,4 Undialysierter 
Glycerin- 
extrakt. 

2 53,7 17,0 10,5 10,5 7,5 43 Dialysierter 
Glyeerin- 
extrakt. 

PH 6.0 6,0 6,0 6.0 6.0 6.0 


5. Versuche mit Léwen-Béhmisch-Hefe. 


Ganz ebenso wie in den Abschnitten 1 bis 4 beschrieben ist, wurden 
auch Versuche mit dieser Bierhefe angestellt. Zu den Ansitzen wurden 
die selben Mengen Suspension bzw. Extrakt gegeben, wie dies bei der 
Patzenhofer Hefe geschehen ist. 





W. Schuchardt. 


Tabelle VIII. 


Mit Lowen-Béhmisch-Hefe abgespaltener P in ° 





Aus Aus Aus Aus 
Nach Std. «-Glycero- | 3-Glycero-  «-Glycero-  3-Glycero- Bemerkungen 
phosphat phosphat phosphat phosphat 


24.8 46.5 29,3 Frische Hefe. 
36.6 83.5 46.8 In Wasser aufgeschlimmte 
Trockenhefe. 
53,6 27.5 Saft der Trockenhefe. 
55,0 29,0 Undialysierter Glycerinextrakt 
66.3 16,3 Dialysierter Glycerinextrakt. 


6.0 6.0 


fo bo 


bo lo bo 


Berichtigung. 


In der Abhandlung von MW. J. Stritar! lies 9. Zeile von unten: 


Hydrierung (statt Dehydrierung). 


1 Diese Zeitschr. 276, 387, 1935. 





Kryolyse, Diffusion und Teilchengrébe. 
I. Mitteilung: 
Untersuchungen an Natriumoleat, Eialbumin und Polyacrylsiure. 
Von 
F. E. M. Lange und F. F. Nord!. 

(Aus dem Institut fiir Veterinar-Physiologie der Universitat Berlin.) 
(Vorgetragen auf der 40. Hauptversammlung der Deutschen  Bunsen- 
Gesellschaft am 1. Juni 1935.) 

(Eingegangen am 25, April 1955.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


1. Ubersicht. 


Der Zustand der Biokolloide ist von ausschlaggebender Bedeutung 
fir den Mechanismus verschiedenster biologischer Erscheinungen und 
Reaktionen. Seit der Entstehung der Tragertheorie? des Mechanismus 
der Enzymwirkung®, beherrscht insbesondere die Erkenntnis unsere 
Vorstellungen, daB die aktive Gruppe eines Enzymsystems wahrschein- 
lich fiir den strukturchemischen Teil einer Enzymreaktion, die Trager- 
substanz hingegen mit ihren komplizierten und nicht ganz leicht Klassi- 
fizierbaren physikalisch-chemischen und biologischen  Eigenschaften 
fiir den eher mit der Methodik der physikalischen Chemie meBbaren 
Teil der Reaktionen verantwortlich ist. Eimer anderen groBen Gruppe 
von Erfahrungstatsachen liegt die Beobachtung zugrunde, daB sich nach 
einem frostreichen Winter die Fruchtbarkeit des Bodens erhéht. Hierbe: 
erhebt sich sofort die Frage, ob die Frostwirkung sich nur in einer Ver- 
inderung der physikalischen Bodeneigenschaften? auBert, oder ob auch 


' Die Ergebnisse dieser Arbeit) sind von dem einen von uns im 
Rahmen eines Vortrages vor der Société Polonaise de Biologie am 12. De- 
zember 1934 in Warschau mitgeteilt worden. 2 J. Perrin, J. Chim. 
phys. 3, 102, 1905; 4. P. Mathews u. T. H. Glenn, J. of biol. Chem. 9, 51, 
IOEL. 3 Die betreffenden Ausfiihrungen in der Arbeit der amerikanischen 


Autoren lauten: ,,What we ordinarily call an enzyme such as invertase, 


diastase, pepsin, ete., is a combination of a colloid with an active’ prin- 
ciple. The active principle is the enzyme itself and should of course be 
called the enzyme, but is has happened that the substances isolated as 
enzymes have been generally the combination of this active principle with 
the inert substance, colloidal in nature. The colloidal part of the molecule 
which is inert might with propriety be called the zymophore or ferment 
hearer, since in cells most of the enzymes are probably thus united or borne, 
but as this word has been used by Kkrlich to designate the active principle 
itself. we may call the colloid simply the carrier or bearer, and the active 
principle, the enzyme or kinase.” 1 Vol. z. B. Crermak, Dissertation 
Breslau 1911; P. Khrenberqgu. G. von Romberg, Jf. Landwirtsch. 61,73, 1918. 
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die chemische Zusammensetzung der Boden insofern beeintlubt wire 
als die den Pflanzenwurzeln zugangliche Menge an Nahrstoffen gesteige: 
wird. Eine dritte Gruppe von Erscheinungen gehért in denjenige; 
Reaktionsbereich, der bisher erfahrungsgemaB dann beobachtet werde: 
konnte, wenn pflanzliche oder tierische Nahrungsmittel dem Einflut 
von Temperaturen unterhalb des Gefrierpunktes des Wassers ausgesetz 
werden. Dieser dirfte sich einerseits in der Hemmung_ biologische: 
Zersetzungsvorgainge, andererseits in der Veranderung der Diffusion in 
Zellen und Geweben auBern!. 


Gemeinsam ist den hier erwahnten Reaktionserscheinungen und 
Vorgangen die Tatsache, da sie zum Teil durch Zustandsanderungen 
von Kolloiden gesteuert werden. In der ersten Gruppe unserer einleitend 
erwahnten Beispiele lieB sich dies durch umfassende Untersuchungen det 
letzten Jahre? an verschiedenen Modellsubstanzen zeigen, wobei als 
Ursache der Wirksamkeitssteigerung einer gefroren gewesenen Lyophil 
kolloiden Zymaselésung baw. bei Peroxydasen und bei Tyrosinase dic 
Veranderung des Dispersitatsgrades des Tragerkomplexes erkannt wurde 
Die unter Anwendung der verschiedensten physikalisch-chemischen 
Methoden durchgefiihrten Untersuchungen fiihrten zu der Feststellung 
daB lvophile Biokolloide* unter dem EinfluB des Frostes je nach ihre 
Konzentration eine Desaggregation bzw. Aggregation ihrer Teilchen 
erleiden. Die Desaggregations- Aggregationstheorie der Frostwirkung 
auf lvophile Biokolloide e méglicht — ausgehend von der Erkenntnis, dab 
der Frost ausschlieBlich einen physikalischen EinfluB auf die Substanz 
der Teilchen ausiibt das Verstindnis z. B. auch derjenigen Vorgange. 
die der zweiten Gruppe unserer erwahnten Beispiele angeh6ren. Hierbei 
wird als gegeben vorausgesetzt, daB in vivo insbesondere in der lebenden 
Zelle Konzentrationen vorherrschen, unter welchen der Frost vorwiegend 
eine zertriimmernde Wirkung auf die Teilchen austibt. Der Beweis 
hierfiir muBte noch durch Messung der Diffusionsgeschwindigkeiten 


gefroren gewesener bzw. ungefrorener lyophiler Biokolloide erbracht 


werden, tiber deren Durchfiihrung und Ergebnisse nachstehend berichtet 
wird. Diese Ergebnisse diirften auch als Grundlage und _ orientierend 
fiir die praktische Anwendung der Kalte bei der Lebensmittelstapelung 
in Zukunft dienen. 


' Vel. zB. usa. bei FF. Nord, Protoplasma 21, 116, 1934. =v gl. 
FF. Nord u. G. Weiss, diese Zeitschr. 2638, 353, 1933; F.F. Nord, Ergebn. 
Enzymforsch. 2, 23, 1933: Chem. Ztg. 68S, 327, 1934. 3 FF. Nord, Zum 
Mechanismus der Enzymwirkung unter besonderer Beriicksichtigung der 
Kryolyse, S. 32. Stuttgart 1933; vgl. auch H. B. Bull, Zeitschr. f. phy- 
Chem. (A) 161, 192, 1932. 1 Auf den EinfluB des Frostes auf lvophol» 
Biokolloide soll bei einer anderen Celegenheit eingegangen werden. 
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Krvolyse, Diffusion und TeilchengroBe. 


2. Versuche!. 


In unseren friiheren Mitteilungen iiber Kryolyse hatten wir gezeigt, 
laB die Wirkung des Frostes u.a. in einer Veranderung der GréBe der 
feilchen der dispersen Phase besteht. Dies zieht eine Verdinderung der 
Oberflache nach sich. Bei hohen Konzentrationen tiberwiegt die aggregie- 
ende, bei niedrigen die desaggregierende Wirkung. Diese Annahme wird 
restitzt durch den Vergleich der Diffusionskonstanten ungefrorener und 
refroren gewesener kolloider L6sungen. Als Substrate dienten uns wiasserige 
Losungen von |. Natriumoleat, 2. Eialbumin, 3. Polvacrylsaure. Das Ver 
halten der Natriumoleat- und Eialbuminl6sungen kann direkt zur Stiitzung 
der Annahme der aggregierenden und desaggregierenden Wirkung des 
Frostes herangezogen werden. Bei der Polyacrylsaiure scheint iiberdies die 
Frostwirkung den Ubhergang aus dem gequollenen in den gel6sten Zustand 
zu f6rdern. Die Natriumoleatlésungen enthielten Natronlauge in der Kon 
zentration 0,005 n. Das Wasser, in welches das Natriumoleat  hinein- 
ditfundierte, besa dieselbe NaOQH-Konzentration. Hierdurch war eine 
Hydrolyse der Seife vermieden, und es konnte nur der kolloidale und der 
bis zu einer Konzentration von 0,5°, herunter schwache, molekular geloste 
Anteil des Natriumoleats diffundieren, da fiir Natronlauge kein durch 
Diffusionsmessungen bestimmbares Konzentrationsgefalle vorhanden war. 
Der Unterschied im Diffusionskoeffizienten zwischen 
ungetrorenem und gefroren gewesenem Substrat kann 
daher im Falle des Natriumoleats als ein MaB fiir die 
Veranderung der Teilchengr6Be und somit auch der Ver- 
anderung der Gesamtobertliche der dispersen Phase 
angesehen werden. Letzteres ist auch beim Eialbumin 
der Fall, wenn das py nicht wahrend des Versuchs ge 
andert wird, wie dies bei uns geschehen ist. Dieser Um- 
stand erwies sich als zweckmaBig unter den hier vorherr- 
schenden Versuchsvoraussetzungen, wenn man die Be- 
funde von ttisch und Schulz? als Bestaétigung der 
Bierrumschen Zwitterionentheorie® beriicksichtizt . 


3. Methoden und Apparate. 


Die Diffusionskonstanten wurden nach dem Ver- 


fahren von Northrop und Anson4 mit Hilfe ihrer Diffu- = J 
sionszelle bestimmt. In die Zelle A (siehe Abb. 1), {S<= 








\ 





, ie : : | 
welche an ihrer unteren Seite eine eingeschmolzene Glas- Scccshninetbeseiatiiiestentl 


filterplatte von der Porenweite G4 und 0,5 mm Starke Abb. 1. 
besitzt, wurde die zu untersuchende Lésung durch die 

Membran hindurch eingesaugt. Dann wurde die Zelle eingespannt und 
ein eng anschlieBendes Becherglas mit LO bis 20 cem Wasser und bei 
Natriumoleat 0,005 n NaOH von unten an die Zelle herangeschoben. Nach 


' Herrn Professor Bodenstesn sei auch an dieser Stelle dafiir gedankt, 
daB er uns zur Durchfiihrung der Messungen die entgegenkommende Erlaub 
nis baw. die Arbeitsméglichkeit im = Physikalisch-chemischen Institut 
vegeben hat. ? Diese Zeitschr. 265, 338, 1933; Zeitschr. f. phys. Chem. (A) 
164, 97, 1933. 3 Ergebn. d. exakt. Naturwiss. 5, 125, 1925: vel. auch 
K. Linderstrém-Lang, Cor. trav. lab. Carlsberg 16. Nr. 6, 1926. 1 J. gen. 
Physiol. 12, 543, 1929. 


12* 
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dem Versuch wurde dann die Konzentration des diffundierten Stoffe 
in der Fliissigkeit im Becherglas mit einem Zeissschen Interferomete 
interferometrisch gemessen'. Das Becherglas sa in’ einem Mantel mi 
einem Ring festgeklemmt. Wahrend des Versuchs konnte dieses Bechei 
vlas gegen eine neue Probe ausgewechselt werden. Hierzu wurde dik 
Heizplatte, die als AuBenheizung fiir den Thermostaten 7’ diente, fort 
vezogen, der Thermostat, ein 2-Liter-Becherglas, heruntergesenkt, das 
Becherglas von der Zelle abgenommen und die neue Probe von unten an die 
Zelle herangeschoben. Vor Heruntersetzen der neuen Probe wurde de) 
letzte der Zelle noch anhangende Tropfen mit eiem Glasstab abgetupft 
Das Konzentrationsgefalle befindet sich bei dieser Anordnung innerhal! 
der Membran, weil innerhalb und auBerhalb der Zelle die Konzentration 
durch Konvektionsstr6me und leichte Erschiitterungen sich ausgleicht. 
Analysiert man die diffundierte Menge Natriumoleat in mehreren hinte1 
einander ausgefiihrten Proben, so muB man fiir gleiche Zeiten gleiche Werte 
erhalten, solange die Konzentration in der Zelle als konstant angesehen 
werden kann. Bei 4°, igem Natriumoleat erhielten wir folgende Zahlen 


Tabelle Ll.) Diffusion von Natriumoleat. 





In 15 Minuten 
Natriumoleat . . . S4 80 75 71 72 71 70 68 68 


Der Natriumoleatgehalt ist in Interferometerteilen angegeben. 

Eine solche Versuchsreihe kann als eine Zerlegung einer langer dauernden 
Diffusion in ihre Einzelphasen angesehen werden. Man ersieht aus det 
Tabelle, daB dieses Verfahren iibereinstimmende Resultate liefert. Irgend- 
welche Fehler, soweit sie in die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten 
eingehen, lassen wir unberiicksichtigt, weil wegen der genau gleichen Arbeits 
weise derselbe Fehler, wenn iiberhaupt, sowohl bei der ungefrorenen wie bei 
der gefroren gewesenen Lésung erscheint. Uns kommt es jedoch nur aut 
den Unterschied zwischen den Diffusionskoeffizienten des gefroren gewesenen 
und ungefrorenen Substrats an. Es ergab sich folgendes Verfahren zur 
Ermittlung und Berechnung des Diffusionskoeffizienten: Nach einer zu 
verwerfenden Vordiffusion, die Werte 84, 80, 75 in der Tabelle 1, wahrend 
welcher die in der Membran enthaltene Substanz in die AuBere Fliissigkeit 
hineindiffundiert, lA4Bt man die Diffusion solange laufen, bis die Konzentra 
tion in der Zelle abzunehmen beginnt. Letzteren Wert benutzt man zu 
Berechnung der Diffusionskonstanten. Fiir den Vergleichsversuch werden 
dann genau die gleichen Zeiten fiir die Dauer der Vordiffusion und det 
MeBdiffusion gewahlt. 

Unsere Substrate waren simtlich 2 Stunden lang der Frostwirkung aus- 
gesetzt. Das Auftauen geschah grundsatzlich bei Zimmertemperatur in dey 
Zimmerluft. Unmittelbar nach dem Auttauen wurde die Diffusionsgeschwindig- 
keit gemessen. Das Gefrieren geschah in Mengen von 50cem in Reagensglasern 
von etwa 28 mm Durchmesser durch Eintauchen in EFis-Kochsalzmischungen 
(in den Tabellen mit 17’ angegeben) oder in feste Kohlensaure (in den 
Tabellen mit 7 angegeben). Bei der Polyacrylsaiure und bei den Ver 


1 Die Analyse von Lésungen im Konzentrationsbereich unter 01°, 
in der Zelle war mit dieser Methode nicht méglich. 
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ichen 12 bis 20 der Tabelle V wurde das Reagensglas in eine Kohlensaure 
\Ikoholmischung getaucht. Die Zeit vom Eintauchen bis zum volligen 
rstarrtsein betragt bei Kis-Kochsalzmischungen etwa 10 Minuten, bei fester 
sohlensaure 30) bis 40 Minuten und bet Kohlensiure-Alkoholmischung 
utsprechend der weit gréBeren Kiihlfliche etwa 6 Minuten. Bei schnellem 
‘efrieren, hierzu muB das Gefrierbad fliissig sein, bildet sich zuerst eine der 
Claswand konzentrische Eiswand und die Oberflache der Fliissigkeit behalt 
in Loch, dureh das der entstehende Innendruck sich im letzten Augenblick 
ausgleichen kann. 

Die Diffusionskoeffizienten beziehen sich alle auf 25°. 

Berechnung des Diffusionskoeffizienten. Der Ditfusionskoeffizient ist 
diejenige Substanzmenge, die durch die Flaicheneinheit in der Zeiteinheit 
unter der Wirkung des Konzentrationsabfalles | ditfundiert. 
dQ 

rp . (1) 

da 
In dieser Forme! ist Q die diffundierte Substanzmenge, A die Flache, durch 
die diese Substanzmenge hindurchdiffundiert, de ‘da das Konzentrations 
gefalle und ¢ die Zeit. Wenn auBerhalb der Zelle die Konzentration des 
kolloiden Stoffes Cy und innerhalb der Zelle Cy ist, dann ist das Konzentra- 
de C; Cy 
da h 7 
bei unseren Versuchen immer der Fall ist, auBerhalb der Zelle sich mur 
reines Losungsmittel befindet, dann ist C, . FKiir geringe diffundierte 
Substanzmengen, bei denen C, als konstant angesehen werden kann, ver- 
h . Y 
ae, 
man (, als Eimheit und driickt Q in dieser Einheit aus, dann ist: 


, 
t 


BD: 
A.dt- 


tionsgefalle : A ist die Dicke der Membran. Wenn, wie es 


einfacht sich die Formel und kann D \ geschrieben werden. Wahilt 


k- 


und 


In der Gleichung (3) ist & die Zellkonstante. Diese mu durch Eichung 
mit einer Substanz von bekanntem  Diffusionskoeffizienten bestimmt 
werden. Ist die Porenweite gro gegen den Durchmesser der Kolloidteilchen, 
so kann man annehmen, dai die effektive Porenflache fiir die Standard - 
substanz die gleiche ist wie fiir die Versuchskolloide. Wir benutzten fiir 
unsere Versuche die Membran G, von Schott d& Gen. mit einer Porenweite 
von 5 bis 10 micron. Aus den eigenen Messungen ergab sich, dab unsere 
Kolloide Radien von unter 10°? micron haben. Als Fichsubstanz verwandten 
wir normale Kaliumcehloridlésung. Diese hat nach Oholm! bei 6° den 
Diffusionskoeffizienten D 0,955. Aus diesem Wert erhalten wir nach der 

D, 
ys 1 + a (t, — t,) 

Oholm' x = 0,0235. Das ergibt D,; 1.7254. Wir erhalten somit die 
Zellkonstanten aus der Gleichung: Dy, Key 1,7254 k.Q./t. Wobei 


Nernstschen Formel D, den Wert fiir 25°. x ist mach 


fiir YQ, die Konzentration des KCI in der Auenfliissigkeit zu setzen ist. 


Wir benutzten zur Bestimmung der Konzentration in der Fliissigkeit 


Zeitschr. f. physik. Chem. 50, 332, 1905. 
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auBerhalb der Zelle Interferometer. Die Eichkurven dieser Interferomete 
sind in dem von uns benutzten Intervall gerade Linien. Die Konzentratior 


ist also proportional den Interferometerteilen J. Q., die diffundierte Substanz 
i .g 
E.1000.0, 
q ist die Anzahl com der AuBenfliissigkeit, # die Anzahl Interferometerteil 
fir 0,001°, der konzentrierten Losung und bei KCl fiir n 1000. Cy ist dis 


menge, ausgedriickt in com der konzentrierten Losung, ist also, 


Konzentration des Zellinhalts in Prozenten und ber KCl in Normalitaten, 


doh. gleich 1. Wir verwendeten zwei Zellen, Zelle 4 und Zelle ¢. und be 
stimmten mehrere Male besonders hautig beim Eialbumin die Zellkonstante 


weil diese beim Eialbumin durch Verstopten der Poren und durch Behandeln 
mit Chromschwefelsaure sich anderte. Die Zellkonstanten sind in Tabelle a 


zusammengestellt, mit den fiir ihre Errechnung notwendigen Werten von / 
und £, die Eichwerte in Tabelle b. Bei dem Versuch | der Tabelle [I] er 
rechnet sich die Zellkonstante beispielsweise folgendermafen : 


E 42 - ei W css 498 .20. 96 1.7954 
/ _ 25 KCI mh yh 42.000 , (20 
(=e ‘aii 5 oa 
t 1 96 lag kh 42 000. 1 fa08 0.075 79 
Cy 1. 498 . 20. 96 


Der Diffusionskoeffizient fiir das 5°, ige Natriumoleat dieses Versuchs wird 
auf tolgende Weise gefunden: 


E 6 
/ 165 W . 
ee tk 165. 20.48 
y 20 ID kh 0.075 74. 4 0.400 16 
( Fp ' t 6000 .5 
1 E 
t 14, Tag 


Der O-Wert des Interferometers betrug 16, der O-Wert des spate 
henutzten Interferometers 26. Diese Werte sind bei Angabe der /-Werte 
in der Tabelle b bereits abgezogen. 


Tabelle a. Zellkonstanten. 





ae Fich- Zeit rl Kich- Zeit 
TO- »ro- 
Whkonets , » Zellky » _ 
Lelikonstante meter- wert Zellkonstante meter- wert 

wert / E t 4 wert / E t 





ky h 0,075 79 498 420), 20 | ky v 0,094 59 399 §=6420) gg 20 
kyh 0,083 240 , 502 465 | 39, 20 | kav 0,099322 | 380 420 1%, 20 
kgh 0085626 488 465 J4¢ 20 | kv 0,094326 443 465 1,, 20 
kgh 0,074 886 558 465 46 20 | kyr 0.099730 419 465 14, 20 
k,h 0074088 564 465 J, 20 | kv 0093272 448 465 3, 20 
koh 0,074088 564 465 4, 20 | kev 0.089476 467 465 1, 20 


Tabelle b. Eichwerte. 





l. KC] 1. Interterometer 42 —O.001L n 
2. | Cl 2 - 46.5—0.001 n 
3. Oleat. Soils tad i. . 6 —O,001 °, 
4. Eialbumin .... 1. ‘ 6,6—0,001 °, 
5. . ee 2 6 —0,001 °, 
».  Polyacrylsaure . 2 5,S—O0,001 ° 














to 








ra 


1) 
() 
i) 
0) 
d() 
d() 
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abelle II. Dittusionskoetfizienten des Natriumoleats im un 
vefrorenen und gefroren gewesenen Zustande. 
; pn cai tecaie Re ji rt E Tectaatont 
rms 60 ratur , n std D 
| oe 
5 ungefr. ky = 0.07979 1 y os 165 200 «6 0,400 16 
| 1b1 
| 115) 
2 5 17° yh My) 114/118 20 6 0.27405 
| 441) 
3] 5 — 79° kph ! gto 20 6 0.38076 
1o8 
| i62l 
4 D 189° kyh P | a 161 Di) 6 0.389 56 
161 
{ 91) 
D 2 ungetr. ky h 4 ' ~§99'90 20 6 0.363 78 
| xg 
[| 
6 2 Vee hy h 4 $9190, 66 20 6 0,366 48 
| 4] 
(| “te 
71 4 — 79° ky h 4) Saree 20 6 031124 
| 77 
| 36 
5 1 ungefr. Aye 0,09 459 1 36°36 20 6 0.272 43 
| 36 
| 40) 
g 1 - 17° kyt 1 40'40 20 6 0,302 70 
| gol 
1() 1 — 79" ky 1, 45/45 20 6 ~~ = 0,34053 
\ 45] 
11 0,5 ungefr. key 2 61 10 6 0,230 80 
12 0.5 — 17° ky 2 &3 10 6 031405 
13 0.5 79° ky 2 30,5 20 6 0,230 80 
14 05 ungetr. ky 2 6S 10 6 0,257 30 
15 0.5 — 799 Ary Y. 61 10 6 0,230 80 
16 O01 ungefr. hy h 3 34 10 6 0,343.57 
17 0,1 — 17° kyh 3 34 10 6 = 0,848 57 
is O01 - 799 ky h 3 16 10 6 0,161 68 
19 O1 ungetr. ky h 3 25 10 6 0,252 63 
20 0,1 — 79° kyh 3 19 10 6 0,192 00 


Die Durchtiihrung der Viskositatsmessungen erfolgte in der gleichen 


Weise wie wir dies schon friiher mitgeteilt haben?. 


in 


den 


Tabellen 


Temperatur, angegeben. 


. -; F. Nord, 0. M. e’. Ranke -Ahon yi u. G. 


als 


Ges. 65, 1152, 1932. 


relative 





Viskositaten, 


hezogen 


auf 


Die Ergebnisse sind 


Wasser 


gleicher 


Weiss, Ber. d. Deutsch. chem. 
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4. Ergebnisse. 
a) Natriumoleat. 

Unser Natriumoleat reinigten wir durch Umbkristallisieren aus 
Alkohol und lésten es dann in 0,005 n Natronlauge. Die an den Natrium- 
oleatlésungen ausgefiihrte Kryolyse bzw. die darauffolgende Messung 
der Diffusionskoeffizienten (auch der ungefrorenen Lésung) ergibt Abb. 1. 

Bei 0.1%, liegt bereits eine echte Lésung vor. In diesem Fall hat det 
Frost besonders bei 7 eine vorwiegend aggregierende Wirkung 


Da es sich jedoch um eine echte Lésung handelt, so fallt diese Kon- 


zentration aus dem 





Rahmen unserer Be 
trachtungen heraus 
. . % 
Dies steht aber in Cher 
einstimmung mit un 
seren friiher gemessenen 
und mitgeteilten Ober- 
flachenspannungs- 
ungefroren werten, deren Wirkung 
gefroren ber - 17° 
+ gefroren bel - 79° 


und Ausmafs auch in der 
iiberwiegenden — Gleich- 
heit der Oberflache der 
damals_ veréffentlichten 
Aufnahmen von _— ge- 





7 é I Pere > ro 
py on frorenen und — unge- 





3 rrorene » sionsteil- 
Abb. 2. Diffusionskoeffizienten von Natriumoleatlésungen. frorenen Emulsions 


chen zum Ausdruck ge- 
kommen ist. Sieht man also von diesem Wert ab, so zeigt Abb. 2, 
dal bei hohen Konzentrationen tiber 1,5°, der Frost eine Ver- 
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langsamung der Diffusion bewirkt, bei niedrigeren Konzentrationen 
eine Beschleunigung. Das wiirde bedeuten, dab bei hohen Konzen- 
trationen die aggregierende Frostwirkung iiberwiegt, bei niedrigen da- 
gegen die Desaggregation. Diese Verhaltnisse werden auch durch die 
unten folgenden mikrophotographischen Aufnahmen! einer 1°,igen 
Natriumoleatlésung, aufgenommen bei 11°, bzw. einer 2°, igen 
Natriumoleatlésung, aufgenommen bei 20", in 30facher VergréBerung, 
einwandfrei_ belegt. 
b) Bialbumin 

Beim Eialbumin verwendeten wir zwei Reihen von Loésungen, 
welche in verschiedener Weise zubereitet waren. Die erste stellten wir 
her aus klar zentrifugierter 7°, iger Eialbuminlésung durch Verdiinnen 
auf die gewiinschte Konzentration, 2- und 1°, ig. Eine hierbei entstehende 
geringe Triibung wurde unberiicksichtigt gelassen. Zur Herstellung der 
7°, igen Lésung verwendeten wir handelsiibliches, von uns nicht elektro- 
dialysiertes Eialbumin. In diesem Falle erhielten wir bei 1°, Beschleuni- 
gung und bei 2°, Verlangsamung der Diffusion durch Frost. Dies wiirde 
ganz der Frostwirkung beim Natriumoleat entsprechen, bei der wir 


Tabelle IIIf. Ditfusionskoeffizienten von Eialbumin im 


ungefrorenen und gefroren gewesenen Zustande. 





Interfero- Diffusions 

tempe- . eg meterwerte , : koeftizient 
n Std. : 

ratur k in Std / D 


Gefrier- ——_ Zelkonstante Zeit 


ungefr. kyh é 136 19 6.6 0,124 94 

17° ky h $ 150 10 66 017238 
ungetr. kor 0,099 322 110 19 66 019910 
— 170 . ko v 105 10 «66.6 0.190 06 


auch Aggregation bei hohen und Tabelle IV. Veranderung der 
Desaggregation bei niedrigen Kon- Diffusionskoeffizienten von 
Meno? nae hatt Kialbuminlésungen durch 
zentri ‘n gefunde atten. : 
zentrationen gefunden hatten Seinainiasiblicaeaiie, 


Anders dagegen verhielt sich 





das Kialbumin, wenn die Lésungen Konzentration : 
in folgender Weise — hergestellt ‘ 
= ; 5 Ungefroren. . . . 125 | 0,199 
wurden: Bei diesen Versuchen) _ f7o | 172 0.199 
gingen wir von einer 5°, igen, durch Gefroren } oo 37 Kah 
Schiitteln gewonnenen Eialbumin. — Ungefroren! 


' Die dieser Arbeit beigegebenen Autnahmen, die unter gekreuzten 
Nicolschen Prismen gemacht wurden, verdanken wir der Liebenswiirdigkeit 
von Herrn S. Erk, der iiber die photographische Methode in der Phys. 
Zeitschr. (Bd. 36, 1935) berichtet. Sie sind im iibrigen mit friiher mit- 
geteilten Emulsionsaufnalimen (Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 69, 1156, 
1162, 1932) zu vergleichen. 
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losung aus. Diese verdiinnten wir auf 2. 1 und 0.1°, und zentrifugierten 
und filtrierten diese Lésungen kurz vor den Versuchen. Die Losungen 
wurden dabei vollig klar. 


Tabelle V.) Diffusionskoeffizienten von Eialbumin im ungefrore- 


nen und gefroren gewesenen Zustande (klar zentrifugiert). 





Gefrier- } ' terfero- dj ns- 
frier Zellkonstante Zeit Interfero I iffusi¢ ns 
tempe- . meterwerte > koefftizient 
h in Std. ) 
ratur / D 


106 10 ; | O24 148 
112 10 } 0.19 180 
100 10 ) 0,19 946 
JIS 10 } 0,20 333 
213 10 ) 0.19 867 
915 10 } 0,20 054 
49 11) ) 0,29 355 
32 10 > O19 166 
Si 10 ) 0.22 166 


ungefr. kgv 
17° keh 
7" ks v 
ungefr. kh; v-— 0,093 272 
— 17° kev 
- 79° ke 
ungetr. 0,074 886 
17° hgh 
— 7° kyh 


IO £0 te bo 


SON NWN 
no) 


pk peek pe 
Sr ororbot 


Wie Abb. 4 zeigt, ist in jedem Falle die Diffusion des gefroren 
gewesenen Eialbumins langsamer als die des ungefrorenen, es iiberwiegt 
also in jedem Falle die Aggregation. Die 
Viskositat nimmt mit abnehmender Dif- 





fusionsgeschwindigkeit zu, mit Ausnalme 
der 2°,igen Lésung bei — 79°. 

Der Zustand beider Kialbuminlésungen 
war infolge der Herstellungsverschieden- 





heiten nicht iibereinstimmend. Bei der 
ersten Lésung befanden sich saure und 
basische’ Teile des Substrates im Gleich- 
gewicht!. Bei der klaren Lésung war dies 
Gleichgewicht durch vorhergegangene Ent- 


° ungerroren fernung der basischen  Anteile  gestért. 
: '-970 . . . ; 

at eotipod - Dieser Zustand strebt einem Ausgleich zu, 
© gefroren bei - 


der begiinstigt wird durch die, durch Frost- 





7 ; : : 
Konzentretion in % wirkung  hervorgerufenen Aggregations- 


Abb.4. Diffusionskoeffizienten Keime. Deshalb scheint bei der zweiten 

von Eialbuminlisungen. Lésung auch in den niedrigen Konzen- 

trationen die Aggregation zu iberwiegen. 

Belegt wird die Desaggregation- Aggregation bei 1 bzw. 2° igen 

Eialbuminlésungen durch die hier folgenden mikrophotographischen 

Aufnahmen (90fache VergréBerung), die bei 14° bzw. 10° gemacht 
wurden. 


Ls. P.L. Sérensen, Proteins S. 35. New York 1925. 
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labelle VI. Gegeniiberstellung von Viskositatswerten und Diftu 
<ionskoeffizienten von Ejialbumin bei verschiedener CGefrier 
temperatur. 





Konuzen- , 7 honzen- : 
coukl rempe- Diffusions- Viskositat rem pe Ditfusions- Viskositat 
ration I tration 


ratur koeftizient bei 22,2 ratur koeftizient bei 22,2! 


ungefr. = 0.20.335 1,092 te 0.1994 1,058 
17° 0.19 87 1.090 unvetr. 0.29385 1,002 

— 799 0.2005 1.070 17° 0.1917 1.002 
ungefr. 0.21 14 1,035 — 79° 0.2217 1.005 
- 17° O19 18 1,040 





Abb. 5. 


Noch durch einen weiteren, wichtigen Unterschied kennzeichnet 
sich die Frostwirkung auf Lésungen von Natriumoleat und auf Losungen 
von Eialbumin. Im (Gegensatz zu einer auftauenden Natriumoleat- 


lésung zeigt sich bei einer 2°,igen auftauenden Eialbuminlésung, dab 


der Vorgang des Auftauens sich in 2 Teilen abspielt. Es schmilzt erst 
das kolloidfreie, ..freie’’ Wasser, welches tiberschichtet wird durch die 
auftauende kolloide Lésung der kolloiden Teilchen — gebundenes 
Wasser. 


e) Polyacrylsdure. 


Die uns freundlichst von der I. G. Farbenindustrie A.-G. zur Ver- 


fiigung gestellte Polyacrylsdure entsprach einem Polymerisationsgrad 


von etwa 50 nach der Staudingerschen Definition!. Diese Substanz 
léste sich nach 24stiindigem Stehen. Ein geringer Teil blieb jedoch 


gallertartig zuriick und erschwerte das Filtrieren sehr. Diese 2°, ige 


1 Die hochmolekularen organischen Verbindungen, S. 342. Berlin 1932. 
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filtrierte Lésung wurde a) sofort und b) nach 14 Tagen untersucht. Die 


geringeren Konzentrationen wurden aus dieser kurz vor den Versuchen 


hergestellt. Es zeigte sich, daB die Polyaerylsaiure nur allmahlich aus 


9800; 


ungefroren 
gerroren bei - 17? 
+ gefroren bel - 79° 


0700} 
| 


| | 
a | | 


2 
e 


0 7 
Aonzentration in % 


Abb. 6. Diffusions- 


koeftizienten von 
gequollenen Poly- 


acrylsdurelisungen. 


dem gequollenen Zustand in einen mehr ,,gelésten” 
iibergegangen war. Der EinfluB des Frostes auf 
die gequollene Polyacrylsiure wird durch Abb. 6 
wiedergege ben. 

Dieses Kurvenbild zeigt nicht nur ein Maxi- 
mum des Diffusionskoeffizienten unserer Lésungen 
bei 1°,, sondern entsprechend der Rolle des ge- 
bundenen Wassers bei gelatineaihnlichen Sub 
stanzen im gequollenen Zustand, eine durch die 
Frostwirkung begiinstigte Desaggregation der kon 
zentrierten im Gegensatz zur Aggregation der ver- 
diinnten Lésung. 

Belegt werden diese Verhiltnisse auch durch 
die nachfolgenden mikrophotographischen —Auf- 
nahmen (ll0fache Vergr6Berung) einer 0,1 baw. 
2°, igen Polyacrylsiure, die bei 20°) bzw. im 
auftauenden Zustand bei 4°, 2 Tage nach Her- 
stellung der Lésungen gemacht wurden. Aus der 
anschlieBend wiedergegebenen Abb. 8 der Frost- 
wirkung auf die ,,geléste’’ Polvacrylsiure ergibt 
sich, daB bei niedrigen Konzentrationen die Des- 
aggregation und bei h6heren Konzentrationen zum 
Teil die Aggregation tiberwiegt. 

Das unterschiedliche Verhalten der ,,gelésten™ 
Polvacrylsiure im Gegensatz zur gequollenen Sub 
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Tabelle VIL. Diffusionskoeftizienten von 
Polyacrylsaure, 


gefroren und ungeftfroren. 


a) Gequollene Polyacrylsiure. 





Gefrier- 
tempe- 


Zellkonstante Zeit 
} 
ratur " 


in Std. 


unvetr, kgh — 0,074 088 
— 17° hgh 
— 79" kygh 
ungefr. . 0,074 O88 
— 17° kh 
— 79° ksh 
ungetr. kh 

-17° k-h 
— 79° kh 


or 


to or 


e ungefroren 
+ gefroren bei-17° 
+ gefroren be/ -79° 


IC te Ww bb 


bo 


G300 —— 





Interfero- Ditfusions- } 
meterwerte , koeftizient 
D 
| 0200 + 
43 0,26 650 
32 0.19 832 
32 0,19 832 | 
201 0,15 440 3100'-— 
694 | 0.53 190 | 
551 | 0,42 133 
446 5,8 0,68 366 
eee 0 7 

440 0,67 445 Konzentration in % 
496 5,8 0,76 030 





Abb. 8. Diffusionskoefti- 
zienten von .gelisten* Poly- 
acrylséurelésungen. 
Tabelle VIII. Diffusionskoeffizienten von Polyaerylsaure, 
getroren und ungefroren. 


b) Gelébste Poly acrylsaure. 





Gefrier- 7 P erfero- Ni ffusions- 
efriet Zellkonstante Zeit Interf Diffe Li 
tempe- ‘ : meterwerte koeftizient 

‘ ‘ k in Std. 
ratur I dD 


ungefr. Agh 0,074 088  */, 354 0,72 350 
—17° kev 0.089476 3 352 5.8 0.81 948 
— 799 keh—0,074088 3 278 5,8 0.56818 
ungetr. kev 186 5.S 0.68 865 
17° kev 217 5.8 0.80343 
— 79° gv 219 0,81 083 
ungefr. kev f 55 0.40 727 
— 17? kev 65 5.8 0.48 131 

79° kev &4 5.8 0,62 201 
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stanz kann auch aus den unten folgenden mikrophotographischen 
Aufnahmen (225- baw. 110fache VergréBerung) einer 1- bzw. 2°, igen 
Polvacrylsaurelésung, die bei — 10°, — 20°, — 8° und — 4° 7 Wochen 
nach der Herstellung der L6sung gemacht wurden, wahrgenommen 
werden. 


Abb. 9. 


Vergleich der Diffusions- und Viskositatswerte ver- 
schiedener Polvacrylsaiurelésungen. 
Kine Verlangsamung der Diffusion sollte eigentlich einhergehen 
mit einer Erhéhung der Viskositat und eine Beschleunigung der Diffusion 
mit einer Verringerung der Viskositat. Bei der gequollenen Polvacryl- 


siure ist zumeist das Umgekehrte der Fall. Die Anderung der Diffusions- 


geschwindigkeit ist offenbar in diesem Falle nicht zuriickfiihrbar auf 


eine Aggregation oder Desaggregation der Kolloidteilechen, weil der 
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Desaggregation 
Tabelle IX 
mitgeteilten Werte, welche eine Untersuchung der gequollenen Lésung, 
d. h. darstellt. Der 
Diffusionskoeffizienten zwischen 2°, ungefroren und bei 


KinfluB der Aggregation und 


bei weitem tiberwiegt. 


Quellung sicherlich die 
Dieses wird sehr deutlich durch die in 
der eben hergestellten Lésung, Unterschied im 
17° gefroren 
so erklart werden. 

Tabelle X mitgeteilten Werte beziehen sich auf dieselbe 
Tabelle IX, MaBgabe, 
Wir wollen hier den Zustand der 


bezeichnen. 


kann nur 


Die in 


Losung wie in mit der dali die Lésung 14 Tage 


gestanden hatte. Polvacrylsaure als 


 gelost” Nachdem wir bei der gequollenen Substanz die 


Veranderung der Diffusionsgeschwindigkeit einer Aggregation-Des- 


aggregation zuschreiben, wiirde sich im vorliegenden Falle das Wirkurgs- 
Theorie umkehren. Bei der gelésten Substanz hingegen tritt 


Teilchen, 


gebiet der 


die Desaggregation der wie von der Theorie gefordert, im 


verdinnten und die Aggregation im allgemeinen im konzentrierten 


Bereich auf. Das py der Polyacrylséure wird in beiden Fallen durch das 


Gefrieren nicht geandert. 


Tabelle | &,@ Poly acry Isfiure, gequollen. 
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gleich und 
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Konzen- 
tration 


eigen gelésten Polvacrylsiure 
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Tempe- 
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17° 
79° 
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Diffusionskoeffizienten 
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Diffu- 
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0.811 
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nehmen 


igen L6sung nimmt mit 
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steigendem Diffusionskoeffizienten die Viskositat bei beiden Gefrier- 
temperaturen ab. 

Die sorgfaltige Priifung bzw. Gegeniiberstellung unserer Diffusions- 
und Viskositatswerte, gemessen an der uns zur Verfiigung gestandenen 
Polvacrylsiure, liBt einen Widerspruch zu der Allgemeingiltigkeit der 
Aussagen von Staudinger! erkennen. Auf physikalischem Wege kann 
der Dispersitatsgrad der kolloiden Teilchen dermaBen verandert werden, 
daB sowohl im gequollenen als auch im ,,gel6sten** Zustand ihre Diffusion 
im entgegengesetzten Sinne verlaufen kann. Hierzu kommt noch, dah 
unter dem EinfluB des Frostes auch die Viskositat von Polyacrylsaure- 
lOsungen sich stark erniedrigt. Es ergibt sich hieraus, da im vorliegenden 
Fall Viskositaétsmessungen keine Grundlage fiir die Ermittlung von 
Molekulargewichten liefern kénnen. 


Soweit? also die Polyacrylsaure den Anspruch erheben kann, als 
ein Modell des EiweiBes angesprochen zu werden, scheint es uns, daB die 
hiesigen Befunde auf Grund der vom Standpunkt der Erkenntnis der 
Proteinstruktur so wichtigen Beobachtungen von A. Shibata® baw. 
Bergmann, Zervas und Fruton* besser verstanden werden kénnen. 


>. Erérterung. 


Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber den Mechanismus der 
Enzymwirkung konnten wir vor einiger Zeit unter anderem mitteilen, 
daB verschiedene lyophile Kolloide in verschiedenen Konzentrationen 
unter dem EinfluB des Frostes die Oberfliche ihrer kolloiden Teilchen 
derart vergr6éBern bzw. verkleinern, daB sie gut meBbare Unterschiede 
hei der Adsorption verschiedener Gase aufweisen®. Es war dies mit 
u. a. als Beweis dafiir anzusehen, daB die Wirkung des Frostes wenigstens 
bei den in Frage stehenden lyophilen Biokolloiden nichts mit einem 
,,Austrocknen* zu tun hat, sondern im Sinne unserer fritheren Aus- 


fiihrungen® eine Desaggregation- Aggregation nach sich zieht. Als Folge 
dieser auf physikalischem Wege bewirkten Zustandsinderung mubte 
eine Veranderung der Teilchenradien eintreten und nachgewiesen werden 
kénnen, die sich, wie auch die Gestalt der Teilchen immer sei, in der 
Veranderung der Diffusionsgeschwindigkeit auBern muBte. Wie im 
Versuchsteil beschrieben, hat sich die Annahme experimentell bestatigen 
lassen, daB unter dem EinfluB des Frostes, obwohl die drei angewandten 


1 Naturwiss. 22, 88, 1934. 2 W. Hiickel, Theoretische CGrund- 
lagen der organischen Chemie, 2. Aufl., 2, 198, Leipzig 1935. 3 Acta 
Phytochimica 8, 173, 1934. 4 Science SI, 180, 1935. 5 Vel. hierzu 
auch FF. F. Nord, Transact. Faraday Soc. 26, 760, 1930. “OT. 
v. Ranke-Abonyi ue. BF. #. Nord, Wolloid-Zeitsehr. 58, 198, 1932. 
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Substrate als Vertreter verschiedener Gruppen anzusprechen sind, im 
ulgemeinen in den dem Biologischen naher stehenden Konzentrationen 
‘ine Zertrimmerung der Teilchen unter gleichzeitiger VergréBerung 
ihrer Oberflache und in den héheren Konzentrationen eine bis zur 
Koagulation fortschreitende VergréBerung der Teilchen unter gleich- 
zeitiger Verringerung threr Oberflache infolge der Frostwirkung zustande 
kommt}. 

Damit ist der Beweiskreis im Rahmen der eingangs erwahnten 
lragertheorie der Enzymwirkung, soweit sich dies auf den nicht 
struktur-chemisch sondern kolloidchemisch wirkenden Teil des Enzym- 
systems bezieht, im Sinne einer mit der Veranderlichkeit des Dis- 
persitatsgrades im Zusammenhang stehenden Wirkungsweise bzw. 
AusmaB der Wirkungsintensitaét geschlossen worden. Er erméglicht 
uns iiberdies der jingst gediuBerten Auffassung von Alerander* aut 
experimenteller Grundlage entgegenzutreten. Erbracht ist aber hierdurch 
der Beweis der Abhingigkeit der Wirkungsintensitat vom Dispersitits- 


grad auch im Falle solecher Enzyme, wie bisher z. B. des Trypsins 


Pepsins, Chymo-Trypsins, bei welchen die dualistische Theorie der 
Wirkung automatisch cine Vereinfachung erfahren hat, nachdem 
eine weitere physikalisch-chemische Trennung des Prinzips  colloid- 
chemischer und strukturchemischer Wirkung z. Z.3 nicht méglich zu 
sein. scheint. 

Eine Anzah) von Darlegungen zum Mechanismus der Enzymwirkung 
der jiingsten Zeit veranlaBt uns, auf die Ubereinstimmung zwischen den 
hiesigen Beobachtungen und dem zytologisch wichtigen Befund von 
Spek4 hinzuweisen, nach welchem die dispersen Teilchen der verschiedenen 
Protoplasmasubstanzen ein sehr verschiedenes py haben kénnen, dab 
mit anderen Worten in der gleichen Zelle nebeneinander sowohl saure 
als auch basische Teilchen vorkommen kénnen, ohne daB sie sich gleich 
neutralisieren oder ausfillen. Die dualistische Erklarung des Mecha- 
nismus der Enzymwirkung, wie sie eingangs definiert wurde, erfihrt 
durch die Verkniipfung der hiesigen Befunde mit den Beobachtungen 
von Spek eine wesentliche Vereinfachung und erméglicht uns, die mit der 
Verschiedenheit der Einlagerung von Enzymen in der Zelle verbundenen 
komplizierten Annahmen zu vermeiden. Unsere Versuche liefern tiber- 
dies eine experimentelle Grundlage dafiir, daB Diffusionsmessungen bei 


1 Hierdurch erklaren sich auch die vor vielen Jahren gemachten 
Beobachtungen von J. Sachssendahl (Dissertation Dorpat 1880, zitiert nach 
A. Schmidt, Beitrage zur Blutlehre. S. 33, Wiesbaden 1895) iiber die Rolle 
des Gefrierens und Wiederauftauens auf das Blutplasma. 2 Science 
SO, 79, 1934. 3 J.H. Northrop u. M. Kunitz, Ergeb. d. Enzymforschung 
2, 114, 1933. 4 Wissenschaftliche Woche zu Frankfurt a. M. 2, 49, 1934; 
Protoplasma 21, 394, 1934. 
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der gleichen Substanz, ohne da®B diese eine chemische Veranderung 
erlitten hatte, die KErrechnung verschiedener TeilchengréBen ermég 


lichen. Die bisher auf dieser Grundlage tiblich gewesene Festsetzung 
von Molekulargewichten erscheint daher unzulassig. 


Dagegen stellen die Versuche eine brauchbare Grundlage fur das 
Verstandnis der Frostwirkung auf den Erdboden dar, in dem die durch 
die Kolloide vermittelte Stoffwanderung und biologischen Vorgang: 
bei unverainderter Zellpermeabilitat infolge Verringerung der Teilchen 
durchmesser gesteigert bzw. beschleunigt werden. 

Fiir die entgegenkommende Férderung der Untersuchung sei der 


Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft, der Wissenschaftlichen 
Akademikerhilfe und der T. G.-Chemikerhilfe aufrichtig gedankt. 





Uber die Ausscheidung 
des Thiosulfates und seine Bestimmung im Harn. 


Von 
Walter Zorkendorfer, 
(Aus dem Pharmakologisch-pharmakognostischen Institut der deutschen 
Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 18, April 1955.) 


Das Thiosulfat ist nicht nur ein physiologischer Harnbestandteil 
bestimmter Tiere, sondern vor allem auch toxikologisch und thera- 
peutisch wichtig. Ohne selbst Giftwirkungen auszulésen, hat es die 
Faihigkeit, gewisse Stoffe zu entgiften. So werden oxydierende Substanzen 
reduziert (Jod, Jodate, Peroxyde u.a.), ferner Cyanide in Rhodanide 
iibergefiihrt. 

Zur Bestimmung des Thiosulfates neben Sulfiten und anderen 
reduzierenden Substanzen sind die iiblichen Methoden nicht geniigend 
spezifisch. Daher habe ich mich bemiht, eine einfache, dabei aber fiir 
biologische Zwecke hinreichend genaue und fiir Thiosulfat méglichst 
spezifische Bestimmungsmethode zu suchen. Als solche hat sich mir 
die fiir anorganische Lésungen von AKurtenacker und Fritsch', sowie 
von Wollak* beschriebene bewahrt: Das Thiosulfat wird mit Jod 
oxydiert : 

2 Na,S,O, + Je 2 NaJ Na, 8, O,. 
Das gebildete Tetrathionat wird durch Behandlung mit Cyankalium in 
Rhodanid, Sulfat und Thiosulfat itibergefiihrt : 

Na,S,0, + 3KCN + H,O = 2HCN + KCNS + K,SO, + Na,S,0.. 
Letzteres — die Halfte der urspriinglich vorhandenen Menge — wird mit 
Jod titriert. Hierbei stéren reduzierende Substanzen nicht, da sie bei 
der ersten Jodtitration zerstért werden. 


Fiir die Bestimmung im Harn mu diese Methode gewissen Ande- 


rungen unterworfen werden. Mit Jod langsam reagierende Substanzen 
zerstére ich durch einen JodiiberschuB, welchen ich langere Zeit ein- 
wirken lasse. Der Jodiiberschu8 wird durch Natriumbisulfit gebunden. 
Weiter stért oft die starke Eigenfarbe. Tierkohle habe ich vermieden, 
weil viele Kohlen nach Holbell?, wie auch nach eigenen Versuchen 
Thiosulfat adsorbieren. Als Entfarbungsmittel hat sich das neutrale 


' Kurtenacker u. Fritsch, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 117, 202, 
226, 1921. —- ? Wollak, Zeitschr. f. anal. Chem. 77, 401, 1929. 3 Holbell, 
Klin. Wochenschr. 1925, Nr. 34. 
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Bleiacetat bewahrt, nur darf die Bleifallung wegen der Schwerléslichkeit 
des Bleithiosulfats nicht zu Beginn, sondern erst nach der Jodoxydation 
vorgenommen werden. Basisches Bleiacetat ist ungeeignet. Der Blei 
iiberschuB wird als Sulfat ausgefallt. 


Die Ausfiihrung der Methode gestaltet sich folgendermaBen: 


Man miBt den Harn (nicht mehr als !' , bis 1 Millimol Thiosulfat) in 
ein MeBkélbchen von 250 c¢em. Falls er alkalisch reagiert, fiigt man einigs 
Tropfen Essigséure hinzu. Hierauf laBt man eine n 10 Jodlésung zunachst 
tropfenweise unter Umschwenken zuflieBen. Erst wenn die Reaktior 
langsam verlauft, fiigt man noch einen gréBeren JodiiberschuB zu und 
laBt '/. Stunde oder linger stehen. Falls die Jodfarbe rasch wieder ver 
schwindet, gibt man noch mehr zu. Dann fallt man mit neutraler Blei 
acetatl6sung, fiillt bis zur Marke auf und schwenkt gut um. Nach kurzem 
Absetzenlassen filtriert man dureh ein trockenes Faltenfilter und fallt da 
Filtrat mit Kaliumsulfat in Substanz, bis ein weiterer Zusatz nach Absetzen 
keine Triibung mehr erzeugt. Jetzt laBt man wieder gut absetzen, am besten 
mehrere Stunden lang. Dann filtriert man durch ein trockenes Faltenfilte: 
und versetzt 200 cem des Filtrats mit etwas Jodkalium, Starkel6sung und 
einigen Tropfen Schwefelsiure. Tritt hierbei noch eine Blaufaérbung aut 
was gewoOhnlich nicht der Fall ist. wenn nicht sehr viel Jod zugesetzt wurde 
laBt man aus einer Biirette 1° ,ige Natriumbisulfitl6sung zuflieBen bis zu 
Entfarbung unter Vermeidung eines Sulfitiiberschusses; eher darf ein 
geringer JodiiberschuB verbleiben, da dieser als Jodeyan gebunden wird. 
Ein unscharfer Umschlag kann durch zu geringe Aziditat oder zu niedrige 
Jodkalikonzentration bedingt sein und wird durch Zusatz von Jodkalium 
oder Schwefelsaure behoben. Nun fiigt man einen Tropfen Phenolphthalein 
losung zu, hierauf verdiinntes (5°¢iges) Ammoniak bis zu sechwacher Rosa- 
farbung und endlich Seem 10°,ige Kaliumeyanidlésung (Ubersehus), 
rihrt um und laBt 15 Minuten unter dem Abzug stehen. Dann setzt man 
25 cem Schwefelsaure 1:3 zu und titriert mit n/100 Jodlésung, wenn nétig 
unter neuerlichem Starkezusatz. 

Bei der Berechnung ist zu beachten, daB auf diese Weise nur die Halfte 
der urspriinglich vorhandenen Thiosulfatmenge bestimmt wird (siehe die 
ohigen Gleichungen). 1 cem n/100 Jodlésung entspricht also nicht 0,01, 
sondern 0,02 Millimol Thiosulfat oder 4,96 mg Na,S,O, - 5 H,O 2,70 mg 
Na,S, 0, 128mg 8. Da jede Volumenanderung vermieden wurde, wird 
die gefundene Zahl entsprechend dem aliquoten Anteil mit 250/200 1,25 
multipliziert. 

Auch Tetrathionat kann auf diese Weise bestimmt werden. Zur 
Unterscheidung vom Thiosulfat behandelt man eine zweite Probe erst 
mit Ammoniak und Cyanid und bestimmt hierauf das entstandene 
Thiosulfat nach der oben beschriebenen Methode. Liegt Tetrathionat 
vor, reagiert dieses bei dieser Vorbehandlung nach obiger Gleichung, 
wobei nur die halbe Menge Thiosulfat entsteht. Infolgedessen ver- 
braucht man bei dieser zweiten Probe nur halb soviel Jod, wie bei 


der ersten Probe one so'che Vorbehandlung. Thiosulfat dagegen 


wird bei dieser Vorbehandlung nicht verandert, so daB man bei beiden 
Proben gleiche Werte findet. Bei Vorliegen von Thiosulfat und ‘Tetra 
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‘aionat nebeneinander entspricht die Differenz der beiden Bestim- 
mungen multipliziert mit 2 dem Tetrathionat, der Rest dem Thiosulfat. 


Probeanalysen von Harn mit Zusatz bekannter Thiosulfatmengen ergaben 
eine fiir biologische Zwecke ausreichende Genauigkeit. Folgende Tabelle 
gibt einige Analysen von je 100 cem Menschenharn mit Thiosulfat 


zusatzen wieder: 





Zugesetzt Gefunden Zugesetzt Gefunden 
Millimol Millimol Millimol Millimol 


O88 * 0.47 
) oe er 
l 090 0.50 0475 
” 0,22 es 0.69 
9 eo 0.72 HS 
0,25 0,225 = 0.71 





Mit dieser Methode wurde die Ausscheidung von zugefiihrtem 
Natriumthiosulfat nachgepriift, und ergab etwa_ tibereinstimmende 
Werte mit den Angaben friiherer Autoren (Walko!, Nyiri*). Je héher die 
Dosis, um so gréBer auch der unverandert ausgeschiedene Anteil. Bei 
intravendser Applikation wird wesentlich mehr ausgeschieden als bei 
subeutaner, bei dieser wieder mehr als bei p:roraler Verabreichung. 


Thiosulfatausscheidung bei Kaninchen. 





Thiosulfat- Thiosalfat- 
Aus- Aus- 
scheidung scheidung 


Thiosulfat-Zafuhr 1 = Thiosulfat-Zufuhr 


, der 
Zufuhr 


Millimol 


0 


Millimol 


1 0,02 9 0,05 Millimol intravends 0,01 
2 = 0.017 0.032 
3 1,0 Millimol intravenéds 0,465 43 2.0 Millimol intravends 1,37 
a 0.02 y 0,036 
0,03 

1,0 Millimol per os 0,175 1 2,0 Millimol subeutan 0,42 
0,03 9 . 0,04 
0.2 Millimol intravends 0,043 3 8.0 Millimol subeutan 2,30 





Der im Harn nicht als Thiosulfat wiedergefundene Rest wird im 
Kérper oxydiert und so gut wie quantitativ innerhalb 24 Stunden als 
Sulfat durch den Harn ausgeschieden. Tetrathionat, welches in vitro 
bei gelinder Oxydation aus dem Thiosulfat entsteht, konnte im Harn 
nach Thiosulfatgaben niemals nachgewiesen werden. Nach Schwefel- 
mjektionen (Sufrogel) konnte ebenso wie in den Versuchen Walkos keine 


Walko, Arch. intern. Pharmakodyn. 4, 311, 1898. 2 Nyiri, Klin. 
Wochenschr. 1928, Nr. 5; diese Zeitschr. 141, 160, 1923. 
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Vermehrung der Thiosulfatausscheidung beim Kaninchen beobachtet 
werden. Beim Menschen wurden nach peroralen Thiosulfatgabe1 
prinzipiell gleiche Verhaltnisse gefunden. Die Thiosulfatmenge, welch 
eben noch quantitativ oxydiert wird, wurde hier zu 2 Millimol gefunden 
Bei Zufuhr von 5 Millimol wurden 1 bis 2° im Harn wiedergefunden 


Bei weiterer Steigerung der Dosis steigt auch der unverandert aus. 


geschiedene Prozentsatz an, bei Gaben von 30 Millimol wird etwa die 


Halfte unverandert ausgeschieden. Dies ist wichtig, weil dadurch ge- 
zeigt werden kann, daB nach Zufuhr gr6Berer Dosen dem Koérper die fii 
die entgiftenden Synthesen notwendigen Mengen zur Verfiigung ge 
stellt werden kénnen. Die Geschwindigkeit der Entgiftungsreaktionen 
laBt sich dabei jedoch nicht steigern:; deshalb muB auch bei geniigendem 
Thiosulfatgehalt des Organismus die Funktion des Vasomotoren- und 
Atemzentrums durch geeignete Erregungsmittel bis zum <Ablauf de: 


Entgiftungsreaktionen aufrechterhalten werden!. 


1 Forst, Verh. d. Deutsch. pharm. Ges. 1927, S. 150. 





Untersuchungen iiber die Kisenfleckigkeit der Kartoffel. 
Von 
(ierhard Ehrke. 
(Aus der Biologischen Reichsanstalt in Berlin.) 
(Eingegangen am 15, Mdrz 1935.) 


Mit 13 Abbildungen im Text. 


Die Eisenfleckigkeit tritt in drei Erscheinungsformen aut: 

1. Als kleine braune Fleckchen, die gleichmaBbig im Fleisch der 
Kartoffel verteilt sind (Abb. La). 

2. Als stark gebriunte Gewebepartien, die nur in der Umgebung 
der GefaBbiindel in der parenchymatischen GefaBbiindelscheide vor- 
kommen (Abb. Lb). 

3. Findet man die 
gebraunten Gewebe- 
partien in konzentri- 
schen Kreisen — ange- 
ordnet, die irgendeinen 
Punkt auf der Knollen- 
schale, meist aber den 
Nabel als Kreismittel- 
punkt haben. 

Diese braunen Stel- 
len kochen hart und 
setzen damit den Speise- 
wert der Kartoffel her- 
ab. Greifen wir einen ANA t. Mimainhies Rarteita: 
kleinen braunen, eben 
noch mit dem Auge sichtbaren Bezirk der eisenfleckig-erkrankten Ge- 


webepartien heraus und beobachten die daraus gefertigten Schnitte 
unter dem Mikroskop, so bekommen wir ein Bild wie in Abb. 2. 


Einzelne Zellen sind gebraunt, das Plasma ist koaguliert und ab- 
gestorben. Intakte Starkekérner werden eingeschlossen. Zum Teil sind die 
Zellen durch spitere Wachstumsvorgiinge zerrissen. In der Umgebung dieser 
kranken, braunen Stellen finden wir ein Periderm, in dem man die Verkorkung 
durch Suberinreaktion mit Sudan nachweisen kann. AuBerhalb des Peri- 
derms befindet sich eine starkefreie Zone, in der sich durch die T'rommersche 
Zuckerprobe ein starkerer Zuckergehalt feststellen laBt. AuBerhalb dieser 
zuckerreichen Zone, in gréBerer Entfernung vom Krankheitsherd, beginnt 
das eigentliche Reservestarkeparenchym. 

Die Abb. 2 wurde nach Schnitten gefertigt, die aus einem gebréiunten 
Gewebestiickchen stammen, das gerade noch mit dem bloBen Auge sichtbar 
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ist. Sie stellen bereits sehr fortgeschrittene Stadien der Krankheit dar. Die rr 
ersten Stadien sind mit dem bloBen Auge kaum zu erkennen. In eine: Ss 
einzelnen Zelle wird zundachst das Protoplasma in einer Ecke des Zellraumes, Ww 





Abb. 2. Mikroskopisches Bild eines kleineren Krankheitsherdes 


in der mehrere Membranen benachbarter Zellen zusammenstoBen, braun 8C 
und koaguliert. Die Starkekérner und Eiwei®Bkristalle werden durch dieset " 
plétzlichen Tod der Zellen ohne vorherige Auflésung in vollkommen intakter x 


di 
m 





\ Li 


Abb. 3. Fortschreitende Entwicklung der Eisenfleckigkeit. Mehrere Zellen sind trotz be- tr 
ginnender Abkapselung von der Krankheit ergriffen 


Zustande eingeschlossen. Die Zelle verliert ihren Turgordruck, die seitlichen 
Nachbarmembranen stiilpen sich infolge ihres eigenen Druckes vor. Det ial 
Zellkern degeneriert. In der Nachbarschaft dieser erkrankten Zellen setzt st 
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rege Zellteilung ein. Gelingt es dem Kartoffelgewebe, die Zelle in diesem 
Stadium bereits abzukapseln und mit einer Korkschicht zu umgeben, so 
wird die Krankheit sistiert. Schreitet die Korkbildung aber nicht schnell 
genug vorwarts, so breitet sich die Krankheit iiber mehrere Zellen aus und 
wir bekommen ein Bild wie in der Abb. 3, in der man mehrere erkrankte 
Zellen erkennen kann. Doch auch hier bemiiht sich die Kartoffel noch, in 
der Nachbarschaft der erkrankten Zellen ein Korkgewebe zu bilden. Die 
Erkrankung kann auch soleche AusmaBe annehmen, daB gréBere Gewebe- 
komplexe zerstért sind und mitunter drei Viertel des Knollenquerschnittes 
von abgestorbenen gebraunten Zellen erfiillt sind. 


In der nur wenige Abhandlungen umfassenden Literatur findet man 
zwei Erklarungen fiir die Entwicklung dieser Krankheit. Entweder 
werden die braunen Gewebepartien als zerstérende Wirkung von Bak- 
terien angesehen, oder aber es werden Viren fiir die Entstehung ver- 
antwortlich gemacht. Eine dritte Erklarung l4Bt vermuten, daB es 
sich entweder um sekundare Erscheinungen handelt, die im Gefolge von 
abnormen Witterungsschwankungen und damit ungleichen Wachstums- 
rythmen hervorgerufenen GewebszerreiBungen zustande kommen, oder 
'aB lediglich reine stoffwechselphysiologische Erkrankungen des Proto- 
plasten, vielleicht hervorgerufen durch SalzspiegelerhGhungen, vor 
liegen. Wir machten uns diese letzte Anschauung der rein stoffwechsel- 
~hysiologischen Erklarung zunachst zur Arbeitshypothese. 

Da bekannt war, daB die Eisenfleckigkeit nur auf leichten, sandigen, 
sogenannten eisenschiissigen Béden auftrat, und zwar nur dann, wenn be- 
oondere Witterungsschwankungen, gréBere Gegensatze zwischen Feuchtig- 
seit und Trockenheit innerhalb einer Vegetationsperiode vorgefunden 
wurden, vermuteten wir einen Zusammenhang der Krankheit mit den 
physikalischen Eigenschaften der betreffenden Boden, auf denen die Eisen- 
fleckigkeit, allerdings nur in Jahren mit ganz bestimmten Witterungs- 
bedingungen, auftrat. Wir konnten beobachten, daB die Erkrankung in 

arkerem MaBe nur dann auftrat, wenn auf einen regenreichen Mai eine 
ckenzeit von etwa 2 Monaten folgte, die ihrerseits wieder durch nieder- 
hlagsreiche Wochen in der Reifungszeit der Knolle am Ende der Vegeta- 
onsperiode abgelést wird. GleichmaBige Trockenheit oder regelmaBig iiber 
lie Vegetationsperiode verteilte Niederschlage scheinen keinen Einflu8 auf 
die Entstehung der Krankheit zu haben!. Die Witterungsschwankungen 
miissen sich besonders auf den Wasserhaushalt der gegeniiber den gesunden 
Béden meist scharf geschichteten eisenfleckigen Boden mit diinner, nur 
wenig Wasser haltender Ackerkrume und durchlassigem grobkérnigen bis 
kiesigen Untergrund auswirken. 

Der Wechsel im Wasserhaushalt des Bodens in Verbindung mit den 
durch die besonderen Witterungsveranderungen schwankenden relativen 
Feuchtigkeitsgraden und damit stark wechselnden Sattigungsdefiziten der 
Luft kénnen nicht ohne Einflu8 auf die Transpiration und damit den Wasser- 
transport innerhalb der Pflanzen bleiben. Unterliegen nun Kartoffeln auf 


1 Wir werden an anderer geeigneter Stelle iiber unsere Beobachtungen 
iiber diejenigen Bodenprofile, auf denen die Eisenfleckigkeit unter be- 
stimmten Witterungsverhaltnissen besonders stark auftrat, berichten. 


13* 
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solechen eben geschilderten durchlassigen B6den obengenannten Witterungs- 
schwankungen, so ist es verstandlich, daB mit jedem Regenfall durch die 
Knollen ein verstarkter Transpirationsstrom gefiihrt wird und somit 
eventuell eine Nahrsalzanreicherung stattfinden kann, denn in dem Augen 
blick der Durechfeuchtung steht den Stolonenwurzeln geniigend Wasser zur 
Autnahme zur Verfiigung. Diese giinstigen Durchfeuchtungsverhaltnisse 
kehren sich aber um, sobald das Wasser die unter der Ackerkrume liegende, 
nur wenig wasserhaltende Bodenschicht erreicht hat. Setzt nun noch eine 
Diirreperiode ein, so muB die Pflanze infolge des bis zur endgiiltigen Regu- 
lierung durch die Spalt6ffnungen sich erhdhenden Transpirationsstromes 
auf der einen Seite und dem Wassermangel auf der anderen eine Spannung 
in den Leitungsbahnen erleiden. Die Wurzelhaare und Stolonenwurzeln 
sind nicht mehr in der Lage das aufzunehmen, was die Transpiration an 
Wasserbewegung verursacht. Das Wasser kann den die Leitungsbahnen 
begleitenden Parenchymgeweben entzogen werden, was in diesen eine Nahr- 
salzanreicherung bewirkt. Solehe Anreicherung lieB sich analytisch nach- 
weisen. Trockenpulver wurde in Platinschalen verascht, die gebundene 
Kohlenséiure nach Austreiben mit Salzsiure im Kaliapparat bestimmt und 
zusammen mit den gravimetrisch ermittelten ungelésten Stoffen (Sand, Ton 
und Restkohle) in Abzug gebracht. Untersucht man ganze eisenfleckige 
Knollen im Vergleich zu den gesunden Knollen desselben erkrankten Feldes, 
so bekommt man die in der Tabelle I angegebenen Analysenzahlen, von denen 
jede durch Mittelung aus acht Einzelwerten entstanden ist. 


Salzgehalt. 


Tabelle I. Salzgehalt (auf das Trockengewicht berechnet) eisen- 
fleckig erkrankter Knollen im Vergleich zum Salzgehalt nicht 
erkrankter Knollen desselben Feldes. 





, Gesund Krank Gesund Krank 
sorte sorte 
¥ 0 a 0 , v 0 
Konsum 4,64 4,74 Konsum 4.49 4,85 
‘ 4,28 4,90 Datura 3,45 3,65 
4,45 4,76 


” 


Auffallig ist, daB man im Abbauproblem dahnliche Unterschiede 
zwischen den gesunden und kranken Knollen gefunden hat (Marr und 
Merkenschlager) und somit das erste Glied in der Kausalkette der Eisen- 
fleckigkeit das Abbauproblem beriihrt; wenngleich auch, wie in spateren 
Abschnitten gezeigt werden soll, die bei der Eisenfleckigkeit auftretenden 
sekundairen physiologischen und biochemischen Veranderungen in der 


Trockensubstanz eisenfleckig erkrankter Knollen im Vergleich 
zum Trockensubstanzgehalt nicht erkrankter Knollen desselben 
Feldes. 





Gesand Krank Gesund Krank 


25.9 23.9 


27,9 26.7 
25,5 23,2 


22.1 
24.8 
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Mehrzahl der Falle sich in verschiedener Richtung entwickeln. Es sei aller- 
dings an dieser Stelle darauf hingewiesen, daB die Trockensubstanz der 
kranken ganzen Knollen im Verhaltnis zu den auBerlich gesunden Knollen 
desselben erkrankten Feldes voraussichtlich infolge des spater zu besprechen- 
den geringeren Starkegehalts stets geringer war (s. vorhergehende Tabelle). 

Die eisenfleckigen Knollen zeichnen sich also durch einen héheren 
Wassergehalt aus. Rechnet man die Salzwerte mit Hilfe dieser Trocken- 
gewichte auf Frischgewichte um, so werden die Unterschiede kleiner und 
unregelmaBiger. Es lassen sich dann in manchen Fallen bei den eisen- 
fleckigen Knollen Salzgehalte errechnen, die, wenn auch nur geringfiigig, 
kleiner als die entsprechenden gesunden sind. Der schliissige Beweis, daB 
Salzst6Be die ietzte Ursache der Eisenfleckigkeit sind, bedarf weiterer 
Untersuchungen. Hierbei sind nicht sichtbar erkrankte Knollen von eisen- 
fleckigkeitbegiimstigenden Béden im Vergleich mit gesunden Knollen eines 
normalen Bodens auf ihren Salzspiegel zu untersuchen. 

Es ware aber auch durchaus denkbar, daB diese Prozesse gar nicht den 
Stoffwechsel des gesamten Knollenfleisches ergreifen, sondern sich streng 
lokalisiert nur in der Nachbarschaft der sichtbar erkrankten Partien ab- 
spielten. 

Eine Erhéhung des Reinaschengehalts in der angegebenen GréBe 
kénnte in einer Knolle weitgehend bestimmend und verandernd in die 
normalen Stoffwechselvorginge eingreifen. Selbst wenn in den nachsten 
Monaten gleichmaBig ausreichende Regenfille folgen, so mu dieser plétzlich 
einsetzende SalzstoB, wenn er kraftig genug war, tiefgreifende biochemische 
und enzymatische Verainderungen hervorrufen. 

Welche Veranderung eine plétzliche Erhéhung des Salzspiegels in der 
biochemischen und fermentativen Tatigkeit des Protoplasten zur Folge 
haben kann, geht eindeutig aus dem in den letzten Jahren stark geférderten 
theoretischen Gebiet iiber die Wirkung der Ionen auf das EiweiSkolloid 
hervor (J. Loeb"). Letzten Endes vollzieht sich der Stoffwechsel in den 
Zellen unter Mitwirkung irgendwelcher biologischer Katalysatoren, die, ganz 
gleich ob sie zu der Gruppe der Atmungs- und Garungsfermente, zu den 
Katalasen, Oxydasen oder zu den Zymasen zu rechnen sind, zwar nicht zu 
den Eiwei8kérpern gehéren, wohl aber doch in der Mehrzahl der Falle an 
deren Oberflache adsorbiert sind. Alle diejenigen Stoffe, die die Ober- 
flachenbeschaffenheit der Eiwei8k6rper beeinflussen, unter anderem auch 
die durch die Wurzeln aufgenommenen Nahrsalzionen, miissen notgedrungen 
auch auf die Fermenttatigkeit bestimmend einwirken. 

Nicht nur die Qualitat der einzelnen Nahrsalzionen bestimmt die 
Wirkung des Fermentkolloids, sondern schon geringe Schwankungen 
in der H-Ionenkonzentration, die den Abstand der Reaktion des Mediums 
von dem isoelektrischen Punkt des Fermentkolloids verandern kénnen, 
bewirken!, infolge der durch den amphoteren Charakter der Eiweif- 
ampholyte bedingten verschiedenen elektrischen Aufladbarkeit, dal 
ganz verschiedene Komponenten eines und desselben Nahrsalzes auf 
die Tatigkeit des Fermentkolloids bestimmend wirken. Wir arbeiteten 
stets in gepufferten Lésungen, sei es durch Anwendung kiinstlichet 


1 J. Loeb, Proteins and the Theorie of colloidal behavior, New York 
and London 1922; Autorreferat in .,Die Naturwissenschaften*’ 1923, S. 412. 
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Pufferungsmittel, oder aber durch Benutzung der natiirlichen Pufferung 
der PreBsafte. 

Zuniachst interessierte uns unter Beriicksichtigung der eben ge- 
machten Ausfiihrungen die Wirkung der Salzionen auf die Katalase?}, 
deren wichtige Aufgabe ahnlich wie die der Peroxydasen es ja ist, die 
bei der physiologischen Oxydation der Thermogene (Zucker und Fette) 


und der Respiration stets auftretenden labilen peroxydischen Neben- 


produkte sofort weiter zu 
zerlegen und so den Pro- 
zel} der Oxydation durch 
Entfernung hemmende: 
Umsetzungsprodukte — in 
Gang zu halten oder zu 
beschleunigen. 


Wir arbeiteten in An- 
lehnung an Warburg mit 
dem Sarcroft-Manometer. 
Die Kartoffeln wurden 
zwecks Vermeidung einer 
Ubertragung von Metall- 
spuren mit Glasscherben 
geschalt, im  Exsikkator 
unter Unterdruck ge 

Ae trocknet und die getrock- 
neten Teile in einer Por- 
; 7 zellankugelmiihle staubfein 

4 6 $ a ook peer eae 
zermahlen. Zur Herstellung 
Abb. 4. Hemmende Wirkung der einwertigen Kationen der Molar- und Normal- 
(NH',, Na’, K* und Li’), der zweiwertigen (Ca und l6sungen wurden Salze pro 
Mg’’), sowie des Mangans auf die Titigkeit der Kata- 
lase in Kartoffelprefsiften unter Benutzung der Chloride 
gleicher und steigender Normalitét. Die Wirkung des baum verwandt. 
Wassers ist gleich 100 gesetzt, die Hemmung der Salz- Die 
lisungen auf diese bezogen. 2 








analysi von Schering-Kahl- 


Versuchsanord- 
nung war folgende: 

500 mg Trockenpulver wurden mit 8 cem Aqua doppelt dest. und 8 ccm 
Salzlésung bzw. Aqua dest. in einer 25cem fassenden Vorlage angeriihrt. 
Die Vorlage wurde nach Zufiigen von 5ccm einer 9%igen Wasserstoff- 
superoxydlésung sofort an das Manometer angesetzt. Die Zeit vom Mischen 
bis zum Ansetzen wurde mit der Stoppuhr gemessen. Vom Moment der 
Misechung bis zum Augenblick des eigentlichen Versuchsbeginns wurden 
Manometer und Vorlage in einem Kalorimetergefai8 in einem temperatur- 
konstanten Dunkelraum bei 22° mit geéffneten Haihnen zum Gasausgleich 
1 Minute sich selbst iiberlassen. Alsdann wurden die Hahne geschlossen und 
nach 4 Minuten der inzwischen entstandene Uberdruck in emm gemessen. 
Eine Umrechnung auf 0° und Normaldruck eriibrigte sich, da samtliche 
Versuche einer Serie in kurzen Zwischenraumen hintereinander bei gleicher 


1 An dieser Stelle méchte ich es nicht versiumen, Herrn Dr. Pfankuch 
fiir seinen Rat und die Anregungen bei den Besprechungen zu danken. 
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femperatur und unverandertem Druck durchgefiihrt werden konnten. Die 
Wasserkontrollwerte wurden gleich 100 gesetzt und alle iibrigen Druckzahlen 
iuf den Wasserwert umgerechnet. 


Es stellte sich heraus, daB sowohl die Kat- als auch die Anionen 
die Wirkung der Katalase hemmen (Abb. 4 und 5). Man kénnte ver- 
muten, daB der erhéhte Salzgehalt in den eisenfleckig erkrankten Zellen 
ihnliches bewirkt. 

Die Katalase f6rdert  be- 
kanntlich einerseits die Oxydase- 
tatigkeit durch Beseitigung der 
Zwischenprodukte, die bei den 
meisten respiratorischen Pro- 
zessen zur Regeneration der 
Wasserstoffakzeptoren notwendig 
ist, andererseits beeinfluBt sie 
aber auch die Peroxydasetatig- 
keit; denn eine starke Aktivitat 
der Katalase nimmt durch die 
eventuelle Erhéhung der Enzym- 
tatigkeit und die damit ver- 
bundene starkere Zersetzung des 
Wasserstoffsuperoxyds den die 








anorganischen wie organischen 


40 3 my m mn 
Peroxyde zersetzenden Peroxy- WheHhA bT BB 
dasen einen Teil des spaltbaren Abb. 5. Hemmende Wirkung der Anionen 


(Cl’, NO3', SO,” und PO,") auf die Kata- 


Substrats fort. Andererseits kann lasetitigkeit uuter Benutzung der K-Salze 


die Tatigkeit der Oxvdasen un- gleicher und steigender Molaritit. Die 
A fl ee Pgs H Wirkung von Wasser ist gleich 100 gesetzt ; 
eeintiubt durch eime emmung die Hemmung der Salze auf diese bezogen 


der Katalasetatigkeit bleiben, 
denn selbst, wenn die Katalase in ihrer Spalttatigkeit auf dem Wege iiber 
die SalzerhGhung gehemmt und im Gefolge davon die Oxydasetatigkeit 
durch mangelhafte Beseitigung der Oxydationsprodukte eingeschrankt 
sein wirde, so kénnten die vermehrten oder auch die starker akti- 
vierten, in Menge gleichgebliebenen Peroxydasen, die ja ihrerseits auch 
freie anorganische Peroxyde wie das Wasserstoffsuperoxyd zersetzen, 
fiir eine im ganzen gréBere Oxydaseaktivierung durch Abfallprodukten- 
beseitigung verantwortlich gemacht werden. 

Es ist allerdings zu beachten, daB wir im Katalasemodellversuch 
mit gréBeren Salzkonzentrationen arbeiteten, als die analytisch in den 
Knollen nachgewiesenen Unterschiede betragen. Es muB~ weiteren 
Untersuchungen vorbehalten bleiben festzustellen, ob die analytisch 
gefundenen geringen Salzunterschiede ausreichen, um _ physiologische 
Veranderungen, im speziellen Katalasehemmungen, hervorzurufen, denn 
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auffallig ist, dal die an Trockenpulver kranker Knollen zur Kontrol 
manometrisch gemessene Katalasetatigkeit nicht merklich gegeniiber 
der Tatigkeit der gesunden Pulver geschwacht war. 

Die Versuchsanordnung war ahnlich wie bei der Durchfiihrung de: 
Untersuchungen tiber die Wirkung der einzelnen Ionen. Zur Verwendung 
kamen Aufschwemmungen von 500 mg Knollenpulver kranker und gesunder 
Herkunft, die gleichzeitig in zwei geeichten Vorlagen an Manometern bei 
einer Temperatur von 18,5° im Kalorimeter angesetzt wurden. Der Sauerstoft- 
druck wurde pro 4 Minuten inemm gemessen. Umrechnung auf 0° und Norma! 
druck fand aus den oben schon genannten Griinden nicht statt (Tabelle I] 


Tabelle Il. Sauerstotfmengen in emm, die von kranken und ge 
sunden Knollenpulvern (500mg) aus 5cem 9° iger H,O, unte: 
gleichen Temperatur- und Druckverhaltnissen nach 4 Minute: 
abgegeben werden. 
Die Zahlen stellen Mittelwerte aus je zwei Parallelbestimmungen dar. 





Gesund Krank Gesund Krank 


16.6 16.6 16,7 15,8 
15,7 16,3 12,4 13,5 
Es ware aber durchaus méglich, daB in der unzerstérten Knolle in 
dem noch geschlossenen Gewebeverband die Prozesse ahnlich wie im 
Modellversuch verlaufen, denn unzweifelhaft ist jedenfalls, daB die im 
PreBsaft nach Zugabe von Wasserstoffsuperoxyd und Pyrogallollésung 
an der Purpurogallinbildung gemessene Peroxydasetatigkeit bei det 
kranken Knolle weit starker ist als bei der gesunden, wie aus den nach- 
folgenden Tabellen II] und IV zu ersehen ist. 
Tabelle II]. Oxydasen- und Peroxydasengehalt gesunder und 


eisenfleckiger Knollen, gemessen inmg ausgeschiedenem Purpuro 
gallin unter Zusatz von Pyrogallol mit und ohne H,Q,. 





Oxydasen Peroxydasen 


gesuni krank gesund krank 


mg mg mg mg 


Sorte Erdgold. Oktober bis Dezember. 

23,9 

26,0 

38,0 

5 36,2 

5, 42.5 

Mittelwerte: 7,1 13, 33,3 
Sorte Sickingen. Oktober bis Dezember. 

16,5 25,9 63,7 

28,5 16,4 $2.5 

10,7 69,8 

16.6 85.5 

65,1 

Mittelwerte: 18,1 a1, 23,3 
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fabelle IV. Oxydasen- und Peroxydasengehalt gesunder und 

sisenfleckiger, normal und warm (30°) gelagerter Knollen. Der 

Gehalt der gesunden ist gleich 100 gesetzt und die Werte der 
kranken Knollen auf diese bezogen. 





Oxydasen Peroxydasen 


kalt warm kalt warm 


Sorte Erdgold, gesund 100, 
188,84 172,01 165,02 169,63 
Sorte Sickingen. 


116,93 127,32 138,86 136,78 


Sorte Samling. 





Oxydasen Peroxydasen 


188.29 139,82 


Gleiche Mengen Gewebebreies gesunder und kranker Knollen wurden 
mit der viertachen Menge Toluolwasser geschiittelt und die Gewebereste 
von der Fliissigkeit durch Zentrifugieren und nachheriges Filtrieren durch 
Asbestfilter getrennt. Je 40 cem des im Verhaltnis 1: 5 verdiinnten Filtrats 
wurden mit l10ccm’ einer 10° igen Pyrogallollésung versetzt und = die 
Mischung in zwei Halften geteilt. Die eine davon wurde mit 2° ,igem 
Wasserstoffsuperoxyd, die andere mit reinem Wasser auf 100 ccm aufgefiillt. 
Beide Mischungen wurden 24 Stunden bei einer Temperatur von 22° unter 
gleichmaBigem Riihren gehalten. Die entstandenen Niederschlige wurden 
auf Gooch-Tiegeln gesammelt und bei 100° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. 

Die angegebenen Zahlen der mit ,,Oxydasen** bezeichneten Spalten sind 
durch Messung der Purpurogallinbildung ohne Zusatz von Wasserstoffsuper- 
oxyd ermittelt worden. 

Bei unseren Peroxydaseversuchen haben wir eine so reichliche 
Menge H,O, hinzugefiigt, daB, selbst wenn man annehmen dirfte, 
die Katalase in ihrer Tatigkeit merklich gehemmt ist, und somit eine 
Anreicherung an H,O, im kranken Gewebe verursacht wird, diese an- 
fallenden Mengen nicht an die hinzugefiigten heranreichen, so daB eine 
Beeinflussung der Katalasetatigkeit im Gewebe, ganz gleich, ob im 
aktivierenden oder im hemmenden Sinne, im Modellversuch ohne 
Wirkung bleibt. Wenn trotzdem bei diesen iiberoptimalen Verhalt- 
nissen bei den kranken Gewebesiften eine starkere Peroxydasetatigkeit 
nachgewiesen wurde, miiBte man annehmen, da wir es hier vermutlich 
weniger mit einer Wechselwirkung der Peroxydasen und der eventuell 
gehemmten Katalasetatigkeit als mit einer Vermehrung des Enzyms 
oder einer direkten Aktivierung desselben durch Salze zu tun haben. 
DaB eine solche Aktivierung durch Nahrsalzanreicherung hervorgerufen 
werden kann, zeigten Modellversuche an KartoffelpreBsaften (Abb. 6) 
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Die Enzymlésung wurde in der bei der Messung der Peroxydasen 
bereits beschriebenen Weise hergestellt. Als Salzlésungen dienten Lésungen 
der Chloride des Na, K, Mg, Ca und Mn. 25cem dieser Salzlésungen 
wurden mit 40 cem Enzymlésung, 10 cem einer 10° igen Pyrogallollésung 
und 25cem 4° igem Wasserstoffsuperoxyd gemischt. Die Purpurogallin- 
bildung wurde nach 24stiindiger Aufbewahrung bei 22° gravimetrisch e1 

mittelt. Die py-Werte der Mischungen 
aus Saft und Salzlésung sind aus der 
Tabelle V zu ersehen. 


Tabelle V. pu-Werte der zur 

My Peroxydasebestimmung benutz 

ten Gemische aus Enzym- und 
Salzlésung. 








Hy 


: PRE MEU eg ad Ge ete Se aces 5 
Ze/t in Stunden —> Na 


WEOMUMOENG 6. ow « « % = OO 
roh + n/l0 NaCl... . 6,13 
» +-n/l0 BC... 2 620 
-n/10 MgCl, .. . 5,47 
n/l0 CaCl... . 6,62 
n/10 MnO. . . . 5,2) 


Purpurogalin in mg 


Mn 


Abb. 6. Wirkung der einwertigen 
Kationen K’, Na’, der zweiwertigen ‘ : f 
Ca’ und Mg” und des Mangans auf und das Mg, die im _ pflanzlichen 

die Tatigkeit der Peroxydase in \ Sy ee oi : Mery. 
KartoffelpreBsiften, ausgedrickt in Stoffwechsel eine  entscheidend 
mg abgeschiedenen Purpurogallins Rolle spielen, die Peroxydasetatig- 

unter Benutzung der Chloride ge- - hoe = ‘% 2 
smadee Cablenee keit kraftig fordern und zwar sind 
es diejenigen Ionen, die den An- 
tagonisten der Peroxydase, die Katalase, am starksten hemmen; doch ist 
hier zu bedenken, daB wir mit PreBsaften arbeiten, in denen die Gewebe 
ja bereits ihres geschlossenen Gewebeverbandes beraubt sind, und Salz- 
konzentrationen von solcher Héhe anwendeten, wie sie als Unterschiede 
zwischen gesunden und kranken Knollen nicht gefunden werden konnten. 
Die stark oxydierenden Krafte der eisenfleckig erkrankten Knollen- 


Es stellte sich heraus, daB ge- 
wisse zweiwertige lonen wie das Ca 


sifte konnten andererseits auch an der Oxydation der ein- und zwei- 
wertigen Phenole, des Phenols und des Hydrochinons, nachgewiesen 
werden. Trockenpulverausziige, die linger mit verdiinnten Lésungen 
dieser Chemikalien standen, oxydierten diese allmahlich zu den gefarbten 
chinoiden Formen. 


Je 1g Trockenpulver (bei 40° getrocknet) werden 4 bis 5 Stunden mit 
4 bis 5 Tropfen Toluol als Antisepticum geschiittelt, die Mischung zentri- 
fugiert und durch Filtrieren geklart. 2 cem des Filtrats wurden mit 4 cem 
1° iger Hydrochinonlésung oder 0,1° iger Phenollésung versetzt und 
24 Stunden bei 22° gehalten. Die Extinktion wurde vor und nach der Ein- 
wirkung des Hydrochinons und des Phenols in Mikrokiivetten im Lange- 
Kolorimeter! im monochromatischen Licht lichtelektrisch gemessen. Das 


1 B. Lange, Chemische Fabrik 5, 457, 1932; 7, 45, 1934. 
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Kolorimeter besteht im wesentlichen aus zwei Halbleiterphotozellen, die 
ohne aéuBere Hilfsspannung unmittelbar unter dem EinfluB8 irgendeiner 
Strahlung einen Strom erzeugen. Die Sperrschichtphotozellen sind in 
Kompensationsschaltung miteinander verkoppelt. Im Null-Zweig der 
Schaltung befindet sich ein Galvanometer als MeBinstrument. 

Die mit der Chinhydronelektrode gemessenen py-Werte schwankten 
bei samtlichen Versuchsansatzen zwischen 6,12 und 6,24. Eine Beeinflussung 
der Reaktion durch unter- 
schiedliche py-Werte wurde 06 06 
also ausgeschaltet. Bei 
den aus den eisenfleckigen 
Knollen hergestellten Aus- 
zugen farbten sich die L6- 
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Oxydasen ist nun wohl 
4 ry ° LM ay 
aber die Tyrosinase, die Zeit in Stunden —> 
voraussichtlich fiir die a) Hydrochinon b) Phenol 
Braunung in den eisen- Abb. 7. Wirkung kranker und gesunder Knollen- 
fleckig erkrankten Zellen prebeafte auf die ein- und mehrwertigen I henole, 
. gemessen an der mit zunehmender oxydativer Ver- 

verantwortlich zu machen firbung sich vergréfernden Extinktion. 
ist. Sie oxydiert eine zy- 
klische Aminosaure, das Tyrosin, wobei die dabei entstehenden Melanin- 
molekiile simtliche Farbstoffstufen von rosarot iiber rot, braun, blaugrau 
und schwarz durchlaufen. Diese Melaninbildung wurde durch geeignete 
Herstellung des Saftes einer quantitativen Untersuchung unterzogen. 

25g Brei wurden mit 100 ccm Toluolwasser geschiittelt und bis zur 
Absetzung der gréBeren Gewebepartikel unter Luftabschlu8 aufbewahrt. 
Der tiber dem Gewebeschlamm stehende triibe Saft wurde abpipettiert, 
zentrifugiert und bis zur v6lligen Klarheit durch Asbest filtriert. Die 
Melaninmenge wurde nach Zugabe von gleichen Mengen Tyrosin bestimmt. 
In 50cem einer 0,5°% igen Tyrosinlésung wurden 0,08 g_ kristallisiertes 
Natriumcarbonat aufgelést, alsdann 10cem Enzymlésung und ein paar 
Tropfen Toluol hinzugefiigt und auf 100 aufgefiillt. 

Die Zunahme der mit steigender Melaninbildung sich erhéhenden Licht- 
absorption wurde im monochromatischen Licht lichtelektrisch in Makro- 
kiivetten des Lange-Kolorimeters bestimmt. 

In allen untersuchten Fallen zeigten die eisenfleckig erkrankten 
Knollen eine starkere Melaninbildung (Abb. 8). Aber weder die eben 
besprochenen starkeren Farbungen bei der Oxydation der Phenole noch 
die starkere Melaninbildung der eisenfleckigen Knollen lieBen eindeutig 
auf eine erhéhte Oxydasetatigkeit in diesen Saften schlieBen, denn 
sowohl die bei der Oxydation entstehenden chinoiden Kérper, wie auch 
die bei der Oxydation des Tyrosins sich bildenden Melanine entfarben 
sich bekanntlich unter LuftabschluB durch die Tatigkeit der -Dehyvdro- 
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genasen wieder. Zur Klarung der Frage wurden sowohl bei der Malanin 
bildung wie bei der Oxydation der Phenole mikromanometrisch: 
Messungen vorgenommen. Die bei all den eben genannten Oxydationen 
verbrauchte Menge Sauerstoff oder besser die Sauerstoffaufnahme 
geschwindigkeit der Knollen war, wie die manometrischen Messunge1 
ergaben, bei den eisen- 
fleckigen Knollen gréBer. 720 
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Abb. 8. Ti&tigkeit der Tyrosinase in Abb. 9. Gesamtsauerstoffaufnahme gesunder uni 
kranken und gesunden Knollenpreb- kranker Prefsifte mit und ohne Zusatz oxyda 
siften, lichtelektrisch gemessen an tionsfiihiger Substrate (Hydrochinon), man 
metrisch in qmm gemessen. 


SS 3 9% ¥ - F 
Zelt in Stunden 


der mit zunehmender Schwirzung sich 
vergréfernden Extinktion. 

Als Manometer diente wieder das Barcroft-Manometer, als Versuchs 
gefaB eine Warburg-Vorlage von 4cem Inhalt. Es wurde stets mit 1 cem 
PreBsaft gearbeitet. Die Sauerstoffaufnahmen sind in der Abb. 9 kurven- 
maBig wiedergegeben. 

DaB bei Zugabe einer oxydationsfahigen Substanz, wie z. B. 
Hydrochinon oder Ascorbinsaure, von der spater noch gesprochen werden 
soll, sowohl bei den gesunden als auch bei den kranken Saften, die zu 
erwartende Sauerstoffaufnahmeerhéhung bei den eisenfleckig erkrankten 
Knollen sehr viel gréBer war (Abb. 9 obere Kurve und Abb. 10), labt 
eindeutig auf eine erhéhte Oxydasetatigkeit schlieBen. 

Wenn auf der cinen Seite nachgewiesen wurde, dab die Oxydations- 
krafte der kranken Knollen gr6Ber waren als die der gesunden, so 
interessierte uns auf der anderen Seite die reduzierende Wirkung beider. 
Zu diesem Zweck schiittelten wir Trockenpulver mit  verdiinnten 
Methylenblaulésungen unter LuftabschluB und maBen den Grad der 
feduktion der gefairbten Phase zu ihrem Leukoprodukt an der ab- 
nehmenden Blaufaérbung. Ferner beschickten wir Methvlenblaulésungen 
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mit gleichstarken Kartoffelbohrstiicken kranker und gesunder Knollen 
und maBen auch hier die Reduktion mit Hilfe des lichtelektrischen 
Kolorimeters an den unter LuftabschluB verschieden stark sich ent- 
farbenden Lésungen. Sowohl die kranken Knollenbohrstiicke wie auch 
ihre Trockenpulver reduzierten die Blaulésungen weit weniger als die 
ntsprechenden gesunden. Auffallig war, daB gerade die kranken ge- 
braunten Gewebepartien sich besonders stark blau anfairbten, wahrend 
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Abb. 10. Darstellung der verschiedenartigen Steigerung der Sauerstoffkapazitat kranker und 
gesunder Prefisifte nach Zugabe von oxydationsfihiger Ascorbins&ure. 


die iibrigen intakten Gewebe desselben Bohrstiicks farblos blieben. Bei 
der mikroskopischen Untersuchung ergab sich, da es diejenigen 
Gewebepartien waren, die auBerhalb des Korkmantels lagen und die, 
wie oben bei den anatomischen Bildern (Abb. 2) beschrieben wurde, sich 
als starkefrei erwiesen. Hier wurde das Methylenblau in keinem Falle 
zu seinem Leukoprodukt entfarbt. Wir miissen also annehmen, daB in 
diesen Zellen der Sitz der peroxydatischen Krafte der eisenfleckigen 
Knollen zu suchen ist. 

Eine solche Verringerung der Reduktionskraft muBte sich auch in 
der Festlegung des Reduktionspotentials bemerkbar machen. Die von 
Herrn Hey! auf unseren Wunsch durchgefiihrten elektrometrischen 
Messungen sind in der Abb. 11 graphisch dargestellt. Da nicht an- 

! An dieser Stelle méchte ich nicht versiumen, Herrn Dr. Hey meinen 
Dank fiir die Durchfiihrung der elektrometrischen Messungen auszusprechen. 


14* 
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zunehmen ist, da allen Lesern diese pathologischen Erscheinungen de; 
Kartoffelknolle gegenwartig sind, sei die in diesem Zusammenhan¢ 
interessierende Frage in einer Anmerkung! erlautert. 


Wahrend die abgebauten Knollen gegeniiber den vitalen ein starke: 
negatives Potential zeigten, hatten die eisenfleckigen ein weniger negatives 
Potential als die entsprechenden gesunden Knollen. Der 

nv| Wert liegt bereits in dem von Wartenberg und Hey? fiir be 
stimmte Kartoffelsorten angegebenen Vitalbereich. Unter der 
Voraussetzung, daB die von Hey angegebene kritische Zone® 
der Industriegruppe in den angegebenen Millivoltzahlen auch 
fiir unsere mittelspate 
_ ie Sorte gilt, kénnten wi: 
a Na ee sainiliiiy bei den eisenfleckigen 
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braun gefarbten  Ge- 
Abb. 11. Elektrometrisch gemessenes Potential ge- : 
sunder und kranker Knollen, eingetragen in das von we bepartien und deren 
é berg ; res 2 Schems ir vitale f y 
Hey und Warten ee hema fiir vitale Nachbarschatt. Werden 


! Die abgebauten Kartoffelknollen unterscheiden sich auBerlich nicht 
von den entsprechenden vitalen Knollen. Erst im Nachbau zeigen sich bei 
ihnen Krautdegenerationserscheinungen, mosaikartige Verfarbungen det 
Blattspreiten, Blattrollen und -kréiuseln. Der Ernteertrag sinkt. Bei den 
Bestrebungen, eine brauchbare Diagnosemethode zu finden, die es er 
moéglicht, den Abbaugrad einer auBerlich nicht sichtbar erkrankten Knolle 
im voraus zu bestimmen, erwies sich unter anderem die Messung der Poten 
tialeinstellung gegen eine Kalomelelektrode fiir die Belange der Praxis als 
brauchbar. Die bei allen PreBsaften zu erwartende natiirliche Zunahme des 
negativen Potentials verlauft bei den abgebauten Knollen wahrscheinlich 
infolge der Einwirkung reduzierender Prozesse schneller als bei den vitalen. 
Diese Potentialeinstellung kann wohl ohne Bedenken auf die Wirkung ver 
anderter stoffwechselphysiologischer Vorgange zuriickgefiihrt werden, wobei 
im allgemeinen entweder 6kologische Faktoren oder ultravisible infektidse 
Viren als primaire Ursache angesehen werden. Potentialwerte, die in den in 
der Abb. 11 als kritische Zone bezeichneten Bereich fallen, lassen eine nur 
unsichere Pflanzgutwertbestimmung zu. Die kritische Zone der friihreifenden, 
in einer besonderen Wirtschaftsgruppe gefiihrten Sorten (Erstlingsgruppe) 
liegt bei einem starker negativen Potential als die der mittelspaiten bis 
spaiten (Industriegruppe). — * Hey, Arbeiten aus der Biologischen Reichs- 
anstalt 20, Heft 1, S. 79, 1933. — * Die in der Abb. 11 eingetragenen 
kritischen Zonen der Industrie- und Erstlingsgruppe entstammen einer 
Arbeit von Hey und Wartenberg, die demnachst in den Arbeiten der Bio- 
logischen Reichsanstalt zur Veréffentlichung gelangt. 





Uber die Eisenfleckigkeit der Kartoffel. 209 


diese herausgeschnitten, so zeigen die tbrigen Gewebeteile die nor- 
male Potentialspannung der gesunden Knollen. Erst nach Zugabe 
des aus diesen braunen Teilen hergestellten PreBsaftes sinkt das 
Potential. Auffallig ist hierbei, daB die Millivoltwerte der gesunden 
Knollen desselben Versuchsfeldes meist in der kritischen Zone 
liegen, oder aber die Grenze nach der Abbauseite iiberschreiten. Es 
muB weiteren vergleichenden Untersuchungen tber die Potential- 
einstellung der Safte gesunder Knollen der- 
selben Sorte von Béden, auf denen die 
Kisenfleckigkeit indemselbenVersuchsjahr 
auftrat und von solchen, die unter densel- 
ben Witterungsbedingungen keine Eisen- 
fleckigkeit zeigten, iiberlassen bleiben, 
ein Bild dariiber zu geben, wie weit die 
gesunden, nicht eisenfleckig erkrankten 
Knollen des die Eisenfleckigkeit erzeu- 
genden Feldes zunachst vielleicht Poten- 
tialeigenschaften und eventuell auch Stoff- 
wechselveranderungen einer abgebauten 
Knolle annehmen. 
Wenn nun die eisenfleckigen Knollen 
sich vitaler als die entsprechenden ge- 
sunden erwiesen, so muBten sich diese 
oxydativen Krafte durch Einschiebung 
eines Kupferblechs sicht bar machen lassen, 
ahnlich wie Bechhold! eine Schwarzfarbung 
in der Umgebung des Bleches nur bei den 
vitalen Knollen fand. In der Tat fanden Abb. 12. Schematische Darstellung 
wir diese Schwarzfirbungen in starkem agate penn gy “et so 
abgebauten und vitalen Knollen 
MaBe bei unseren eisenfleckigen Knollen. («und 6), sowie der eisenfleckig er- 
Wohl alee wilt deme Vuntersehiod. daB krankten Gewebepartien (c, d und e). 
sich diese nur auf die naichste Nachbarschaft der erkrankten braunen 
Gewebepartien erstreckte und niemals der ganze Querschnitt konti- 


nuierlich vom Kupferblech ausgehend schwarz wurde. In der Abb. 12 


sind diese Erscheinungen im Schema dargestellt. 


1 Bechhold u. Erbe, Mitteilungen der Arbeiten der Biologischen Reichs- 
anstalt 16, 1932. Bechhold und Erbe fanden die Schwarzfarbung im Verfolg 
der bereits auf 8S. 208 in der Anmerkung dargestellten Bestrebungen, eine 
fiir die Praxis brauchbare Diagnosemethode auszuarbeiten. Ein lem breites 
Kupferblech (Metallflache senkrecht zum gr6Bten Durchmesser und zur 
gr6Bten Schnittflache, Langsachse im gréBten Durchmesser der Knolle) 
wird bis iiber das Zentrum der Knolle eingetrieben, die so behandelten 
Knollen in einer feuchten Kammer bei 37° aufbewahrt. Wird die Knolle 
senkrecht zum Kupferblech aufgeschnitten, so findet man im Innern die 
Schwarzfairbung. 
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a und 6 stellen zwei auBerlich nicht sichtbar erkrankte Knollen eine 
gesunden und einer abbaukranken Herkunft nach der Behandlung dar. Be 
der vitalen Knolle zeigte sich eine von der Sechnittflache mitunter iiber de: 
ganzen Querschnitt sich ausbreitende Schwarzung infolge einer starkere: 
Melaninausfallung. In ¢c, d und e sind eisenfleckige Knollen dargestellt, dir 
diese Schwarzungen nur in der nachsten Umgebung der zerstérten brauner 
Gewebepartien (in der Abbildung schwarz gezeichnet) zeigen. 

Es waren stets nur die Partien, in denen wir durch die Methylen 
blaufirbungen eine Anreicherung von oxydatischen Kraften nachweise: 
konnten. Es weist das alles darauf hin, daB diese genannten Vorgaing: 
sich vermutlich nur auf die im anatomischen Bild als starkefrei be 
zeichneten Gewebezonen beschranken und sich nicht im Stoffwechse! 
des Gesamtknollenfleisches verteilen, wobei allerdings dahingestellt 
bleibt, ob nicht Stoffwechselvorgange primar im Gesamtknollenfleisch 
Veranderungen hervorbringen, die sekundaér an lokalisierten Stellen 
zu den sichtbaren Stérungen fiihren, und man demzufolge die von dem- 
selben, die Krankheit erzeugenden Feld, geernteten auBerlich gesunden 
Knollen vielleicht bereits als stoffwechselkrank betrachten mub. Weiter: 
Untersuchungen, die dariiber AufschluB geben sollen, sind in Vor- 
bereitung. 

Die nachste Frage ist nun: Was bedingen diese in bestimmten Partien 
angereicherten oxydatischen und peroxydatischen Krafte im inneren 
Stoffwechsel ? Die gewéhnlichen Komponenten lebender Zellen, die 
EiweiBverbindungen, Kohlenhydrate und Fette werden durch die Oxy- 
dasen nicht direkt angegriffen. Sie vermégen nur Polyphenole und aro- 
matische Amine zu oxydieren, die nur eine geringe Rolle in den Organismen 
spielen. Man muB also nach einem anderen Wirkungsfeld der Oxydasen 
suchen. Bei zwei der wichtigsten energieliefernden Prozessen, nimlich det 
Xespiration und der intramolekularen anaeroben Atmung, spielen  be- 
kanntlich diese Oxydasen durch ihre Einwirkung auf die Ausgangs- 
produkte der physiologischen Oxydation, wenn auch nicht unmittel bar, so 
doch bei der Verarbeitung der intermediar gebildeten Spaltungsprodukte, 
eine ausschlaggebende Rolle. Auch beim aeroben AtmungsprozeB greifen 
diese Stoffe bekanntlich nicht direkt die Kohlenhydrate an, sondern si« 
entreiBen den Chromogenen den Phenolwasserstoff und regenerieren 
auf diese Weise die gefairbten Atmungspigmente, die ihrerseits ja dic 
Wasserstoffakzeptoren darstellen, sowohl fiir den Wasserstoff der bei 
der primaren anaeroben Umsetzung der Kohlenhydrate entstehenden 


Spaltungsprodukte wie auch fiir den Wasserstoff des Wassers. Ab 
Patigkeit, stehen die Oxydasen aber 


r 


gesehen von dieser regenerativen 
noch in einer interessanten Wechselbeziehung zur Tatigkeit der Zymase 
und der proteolytischen Enzyme. Beide Fermente werden durch dic 
Aktivitat der Oxydasen gehemmt, sei es, daB diese auf die Enzym- 
titigkeit direkt einwirken, sei es, daB sie durch Wegoxydierung die in 
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allen Pflanzenzellen vorkommenden reduzierenden Stoffe verringern 
und somit ein héheres Potential als Grundlage fiir die weiteren Reak- 
tionen schaffen. Durch die Untersuchungen von Lipmann', Schroeder, 
Woodward und Platt? ist bekannt, daB die Gartatigkeit durch Sauerstoff 
in Gegenwart positiver Oxydoreduktionssysteme gehemmt wird. Die 
Anwesenheit gréBerer Mengen reduzierender Substanzen schiitzt die 
Pflanze zunachst bis zum Verbrauch dieser Substanzen vor oxydativen 
Hemmungen. Koérper, die die Sauerstoffiibertragung beschleunigen, 
wie die Oxydasen, miissen erst die in den Zellen vorhandenen redu- 
zierenden Substanzen oxydieren und wirken dann in unserem speziellen 
Falle hemmend auf die zymatische Tatigkeit ein. Wir vermuteten 
daher auch in den von uns verwendeten PreBsaiften der mit Oxydasen 
angereicherten kranken Knollen eine verminderte Gartatigkeit und 
erwarteten bei diesen bei kiinstlicher Zugabe von Zucker eine geringere 
Kohlensaéureentwicklung. 

Gleiche Mengen Trockenpulver (2 g) gesunder und kranker Knollen, 
mit je 30ccm einer 20°,igen Glucoselésung versetzt, ergaben aber 
entgegen unserer Vermutungen bei Aufbewahrung bei 36° wahrend 
24 Stunden eine kraftige Kohlensdéureentwicklung; bis zu 20 cem bei den 
kranken, gegeniiber héchstens 1 ccm bei den gesunden (Tabelle V1). 


Gartatigkeit. 
Tabelle VI. Gartatigkeit gesunder und kranker Trockenpulver 
bei Zusatz gleicher Mengen Glucoselésung, 1g Trockenpulver 
oder lécem PreBsaft. 


Entwickelte Kohlensaiure in cem pro 24 Stunden. 





Gesund Krank Gesund Krank 
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Die Gartatigkeit war also bei den erkrankten Knollen um ein Viel- 
faches starker als bei den gesunden. 

Man kénnte sich das so vorstellen, da in den intakten Geweben, in 
denen den Oxydasen geniigend Sauerstoff zur Verfiigung steht, die Oxydasen 
infolge der bekannten hemmenden Wirkung positiver Oxydoreduktions- 
systeme schwachend auf die Tatigkeit der Zymase wirken, zumindest in 
den von uns mikroskopisch als starkefrei und durch Gewebsfairbungen als 
oxydasehaltig gefundenen Zellpartien. 

Die Pflanze wird regulatorisch durch starkere Aktivierung oder Ver- 
mehrung des Enzyms reagieren. In der praktisch unter SauerstoffausschluB 


' Lipmann, diese Zeitschr. 268, 205, 1934. — *? Schroeder, Woodward 
u. Platt, J. of biol. Chem. 101, 133, 1933. 
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arbeitenden von uns angewandten Methodik im Garkélbchen ist die Tatigkeit 
der Oxydasen aus Mangel an Sauerstoff sistiert. Die vorher durch die 
Oxydaseaktivitat aber regulatorisch erhéhte Tatigkeit der Zymase kann sich 
nun ungehindert auswirken. Da aber, wie wir spater sehen, der SH 
Glutathiongehalt absolut wie relativ voraussichtlich durch die nach der 
Zerst6rung der erkrankten Zellen in der Nachbarschaft dieser Gewebe 
einsetzende gréBere Zelltatigkeit bei den erkrankten Knollen héher zu sein 
scheint, diirfte man, abgesehen von den auBerhalb der Zellteilungszone 
liegenden starkefreien Gewebepartien, fiir die sich in Teilung befindlichen 
Zellen infolge der giéirungsf6érdernden Wirkung des SH-Glutathions mit 
einer Erhéhung der Tatigkeit der Zymase rechnen, da die garungsférdernde 
Wirkung der reduzierten Form des Glutathions ja eine bekannte Tatsache 
ist. Da wir bei unseren Garungsversuchen praktisch unter Sauerstoff- 
ausschlu8 arbeiteten, konnten die Oxydasen den Sauerstoff nicht iibertragen. 
Sie verlieren damit ihre Wirkung auf die Zymase. 


Die erhéhte Gartatigkeit im PreBsaft kann aber auch dadurch erklart 
werden, da die durch eine gréBere diastatische Tatigkeit in bestimmten 
Gewebepartien hervorgerufene Starkehydrolyse zu einer entsprechenden 
Erhéhung des girfahigen Substrats fiihrt, die sich nun im PreSsaft des 
zerstorten Gewebes bei im iibrigen vielleicht gleichbleibender Zymase- 
aktivitat auswirken kann. Ahnlich wie von der Zymase ist auch die hem- 
mende Wirkung héherer Oxydationspotentiale auf die Tatigkeit von prote- 
olytischen Enzymen durch die Arbeiten von Mothes', Bersin?, Bersin und 
Logemann®, Grassmann, Schoenebeck und Eibeler 4 bekannt. 


Mothes findet in den Blattern bei niedrigem Sauerstoffdruck einen 
rapiden EiweiBabbau, selbst in Gegenwart groBer Kohlenhydratvorrate. 
Er halt den Sauerstoff fiir den entscheidenden Faktor bei der Steuerung des 
KiweiBstoffwechsels. Hohes Sauerstoffpotential hemmt den Abbau und 
férdert die Synthese. Die Sauerstoffwirkung geht nach seiner Meinung 
unter Vermittlung von Aktivatoren, zu denen er die Sulfhydrylkérper 
rechnet, die sich in pflanzlichen Objekten aber in nur untergeordneten 
Mengen finden, vor sich. Erklarlicher erscheint ihm eine Aktivierung durch 
eine Reduktion des Fermentkérpers selbst, die durch eine wasserlésliche 
Substanz (vermutlich Vitamin C) hervorgerufen wird. Grassmann, Schoene- 
beck und Eibeler finden, daB zwar die —-SH-Form, nicht aber die Disulfid- 
form auf die Tatigkeit der proteolytischen Enzyme EinfluB hat. Bersin 
beobachtet, daB zwar durch die reduzierten Formen der pflanzlichen Phyto- 
kinasen, die Sulfhydrylverbindungen, die Proteinasen geférdert werden, daf 
aber das Vitamin C oder die Ascorbinséure ohne Einflu8 auf die EiweiB- 
zersetzung bleibt. 


Fiir den hydrolytischen EiweiBabbau in den Zellen erscheint wesentlich, 
daB nach den Angaben von Waldsch midt-Leitz® in der lebenden Zelle anscheinend 
der weitaus iiberwiegende Teil der katheptischen Proteinase in inaktivem 
und damit auf héhere Proteine unwirksamem Zustande vorhanden ist. Das 


1 Mothes, Naturwiss. 21, 883, 1933; Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 51, 31, 
1933, Generalversammlungsheft. — * Bersin, Hoppe-Seyler 222, 177, 1933. 
3 Bersin-Logemann, ebenda 220, 209, 1933. 4 Grassmann, Schoenebeck u. 
Eibeler, ebenda 194, 124, 1931. — ° Waldschmidt-Leitz, Naturwiss. 17, 85, 
1921; Hoppe-Seyler 188, 17, 1930. 
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st nur dann mdéglich, wenn, wie Bierich und Kalle! fanden, das Glutathion 
n der lebenden Zelle in der Hauptsache nicht in der reduzierten, sondern in 
der Disulfidform vorliegt. In der normalen und mit Sauerstoff ausreichend 
versorgten Zelle sollte, wie das im intakten Gewebe zutrifft, das Eiwei® 
vor dem Angriff der Proteinase geschiitzt sein. Erst in den absterbenden 
und nicht geniigend atmenden Zellen wiirde die Voraussetzung fiir die 
Aktivierung der Proteinase und damit fiir das Einsetzen autolytischer 
\bbauprozesse gegeben sein. Zur Zeit steht diese Meinung mit den Unter- 
suchungen von T'unnicliffe? in starkem Widerspruch, und man _ vertritt 
heute den Standpunkt, daB das Glutathion in reduzierter Form im pflanz- 
lichen Gewebe vorliegt. Wenn wir aber bedenken, welche geringe Bedeutung 
das Glutathion infolge seines nur sporadischen Auftretens in den pflanz- 
lichen Geweben gegeniiber den tierischen Geweben hat, so ist anzunehmen, 
da8 andere Korper, die mit dem Glutathion durchaus nichts gemein zu 
haben brauchen, wie z. B. das Vitamin C, ebensogut fiir die Aktivierung der 
proteolytischen Enzyme verantwortlich gemacht werden kénnen, denn 
auffallig ist, daB, wie wir spater zeigen werden, bei den mit hohen oxydati- 
schen Kraften ausgestatteten Knollensaiften der eisenfleckig erkrankten 
Knollen ein hoéherer Ascorbinséiuregehalt nachgewiesen wurde. Wenn 
man aber andererseits nach den Untersuchungen von Bersin annehmen 
dart, daB die Ascorbinséure in ihrer reduzierten Form keinen Einflu8 auf 
die proteolytische Tatigkeit hat und die Glutathione durch die héhere 
Oxydasetatigkeit zum Teil als zur Disulfidform verandert vermuten kann, 
so miissen wir mit einer Hemmung der proteolytischen Tatigkeit im Gewebe- 
verband der erkrankten Knollen wenigstens in den starkefreien und oxydase- 
haltigen Partien rechnen. Man kénnte mit Mothes sagen, daB in diesen 


Partien infolge des erhéhten Sauerstoffpotentials die synthetischen Prozesse 
die abbauenden, wenigstens was die EiweiShydrolyse betrifft, iiberwiegen. 
teinprotein- und Aminosdurenbestimmungen an kranken ganzen Knollen 
machten diese Vermutung vorerst wahrscheinlich. 


Zur Reinproteinbestimmung wurden 
05g fein zermahlenen Trockenpulvers Tabelle VIL. Bestimmung 
nach 24stiindigem Stehen unter Wasser des Reinproteingehalts 
nach Zusatz von Uranylacetat langere gesunder und eisenfleckig 
Zeit bei 50° gehalten. Der auf Filtern erkrankter Knollen. 
gesammelte Niederschlag wurde mit 
Magnesiamilch gekocht und bis zur Gesund 
Trockne eingedampft. Der Eindampfungs- lo “0 
rest wurde im Mikro-Kjeldahl-Verfahren 0.38 0.40 
weiter verarbeitet. Die eisenfleckigen 0.34 0,40 
Knollen zeigten stets gréBere Protein- 0,37 0,43 
werte (Tabelle VII). 

Die Aminosaurengehalte wurden mit Hilfe dreier Methoden, einer mikro- 
kolorimetrischen nach Folin®, einer titrimetrischen nach Sdérensen* und 
einer volumetrischen in Anlehnung an van Slyke® bestimmt. Alle drei Me- 
thoden ergaben dieselben iibereinstimmenden Ergebnisse. Es sei daher 
nur kurz auf die mikrokolorimetrische eingegangen. Der PreBsaft wurde mit 





Kisenfleckig 


> 


! Bierich u. Kalle, Naturwiss. 158, 1, 1926. — ? Tunnicliffe, Biochem. J. 
19, 194, 1925. — 3 Folin, J. of biol. Chem. 52, 377, 1922. - 4 Sdrensen, 
diese Zeitschr. 8, 407, 1908. — > Kénig, Untersuchung landwirtschaftlich 
und gewerblich wichtiger Stoffe, 4. Aufl. Berlin, Parey. 
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Na-Phosphorwolframat ausgefallt, mit Permutit geschiittelt und das Filtrat 
mit Carbonat neutralisiert. Die Lésung wurde mit frischem /)-naphtho 
chinonsulfosaurem Natrium gemischt und die iiber Nacht aufgetreten 
Fairbung im ,,Leifo’-Kolorimeter auf ihren Extinktionswert hin gepriitt 
Die eisenfleckigen Knollen zeigten bis auf wenige Ausnahmen kleiner 
Aminosaurewerte (Tabelle VIII). 


Aminosaurengehalt. 


Tabelle VIII. Aminosaurengehalt kranker und gesunder Knollen 

preBsafte, kolorimetrisch gemessen, ausgedriickt in licht 

elektrisch gemessenen Extinktionswerten. mg Glykokoll pr 
100 cem Saft. 





Gesund Eisenfleckig Gesund Eisenfleckig 


18,0 13.0 13,5 16,4 
18,5 18,5 14,0 17,4 
15,0 11,5 25. bis 31. Mai} 13,4 9,4 
14,0 12,4 14,4 10,7 
Monat Marz ~ 14,0 95 11,2 
13,0 12,4 12.4 
15,8 14,6 13.8 
14,0 13.2 1. bis 6. Juni 15,6 
14,0 12," 14,5 
10.8 
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Wir miissen allerdings bedenken, daB wir bei den Reinprotein 
bestimmungen von Trockenpulver ausgingen, so dab bei Beriick 
sichtigung der oben gemachten Ausfiihrungen tiber die wasserhaltigeren 
eisenfleckigen Knollen diese geringen Unterschiede bei Berechnung aut 
das Frischgewicht zu unsicher fiir eine einwandfreie Deutung waren 
Zur Kontrolle bestimmten wir die bei den Aminoséurenuntersuchungen 
mit Trichloressigsiure gefallten EiweiBsubstanzen nach vorsichtigem 
Trocknen im Unterdruck gravimetrisch. Wir erhielten bei den meisten 
Proben bei den eisenfleckig erkrankten Knollen eine geringere Eiweib 
fallung (Tabelle IX). 


Tabelle IX. EiweiBbestimmung im PreBsaft durch Fallung mit 
Trichloressigsiure. mg Eiwei8 pro 10cem PreBsaft. 





Gesund Krank Gesund Krank Gesund Krank 


185,7 183,1 1483 | 1468 168,0 123,6 
160,2 147,8 1436 | 159.0 155,2 126,4 
218,3 164,2 2140 | 1552 214,4 149.4 


Diese Ergebnisse wiirden hier auf einen EiweiBabbau hindeuten 
Die Lésung der Frage der synthetischen EiweiBbildungsprozesse und 
ihrer Korrelation zu den Oxydo-Reduktionssystemen wird weiterhin 
dadurch erschwert, daB wir hier ahnlich wie bei der Gartatigkeit mit 
zwei sicherlich verschieden reagierenden Gewebepartien zu rechnen haben 
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Ohne Zweifel diufen wir in den starkefreien Zellen, in denen durch 
histologische Farbungen die héheren oxydativen Krafte einwandfrei 
nachgewiesen wurden, eine entsprechende Hemmung der proteolytischen 
Tatigkeit und ein Vorherrschen der synthetischen Prozesse vermuten. 
In den sich in Teilung befindlichen Zellen dagegen diirfte man mit einer 
Hemmung des den Eiweibabbau fordernden —S H-Glutathions (.Wothes) 
rechnen, was unter Beriicksichtigung der spaiter zu besprechenden 
Tatsache, daB wir im PreBsaft eine gréBere Menge an reduzierendem 

SH-Glutathion vermuten kénnen, mit den Ergebnissen der Eiweib- 
fallung durch Trichloressigsiure iibereinstimmt. Wahrend man diese 
Prozesse in der intakten Knolle streng lokalisiert in bestimmten Gewebe- 
partien annehmen darf, werden die enzymatischen Vorgange dieser 
Gewebekomplexe im aufgelésten Gewebeverband des Breies den Gang 
der EiweiBhydrolyse dirigieren und zu der eben besprochenen_ bei 
Trichloressigsdurefallung gefundenen EiweiBerniedrigung fiihren. Der 
damit im Widerspruch stehende nach Folin! bestimmte geringe Amino- 
sdurengehalt laBt sich vielleicht dadurch erklaren, daB schon wahrend 
der Melaninbildung bei der Entwicklung der Krankheit in der intakten 
Knolle, wie auch wahrend der Zeit, die bis zur endgiiltigen Praparation 
des PreBsaftes vergeht, infolge der staéndig bei der kranken Knolle 
im stairkeren MaBe zunehmenden Ausfallung an Melanin, ein gewisser 
Teil der Aminosaéuren (Tyrosin) verbraucht wird. 

Man kann nun auch die proteolytische Tatigkeit bei der 
Kartoffel direkt im Prefisaft messen, wenn man die Melaninbildung, 
wie das Haehn? tat, zur Bestimmung der autolytischen Tatigkeit heran- 
zieht. Man miBt die Melaninbildung kranker und gesunder Knollen- 
sifte vor und nach der Autolyse mit Natriumfluorid. Wahrend Haehn 
sich zu diesem Zweck der Kaliumpermanganattitration bediente, maBen 
wir die zunehmende Melaninbildung lichtelektrisch an der GréBe der 
sich mit Fortschreiten der Oxydation verstarkenden Absorption. Durch 
die Einwirkung von Natriumfluorid wird nach Haehn die Tatigkeit der 


proteolytischen Enzyme angeregt. Die dabei freiwerdenden Amino- 


siuren bewirken eine starkere Melaninbildung, die in einer gréBeren 
Absorption des Lichtes zum Ausdruck kommt. Tragt man diese Ex- 
tinktionswerte in ein Koordinatennetz ein, so bekommt man ein Bild 
iiber die proteolytische Tatigkeit der einzelnen Knollensafte (Abb. 13). 
Der Winkel, den die Gerade, die die Extinktionswerte vor und nach der 
Autolyse miteinander verbindet, mit der Abszisse bildet, gibt uns 
unter anderem auch ein MaB fiir die proteolytische Tatigkeit. Man sieht, 
daB dieser Winkel bei der eisenfleckigen Knolle gréBer ist als bei der 


1 Folin, J. of biol. Chem. 52, 377, 1922. — * Haehn, diese Zeitschr. 
100, 114, 1919; 105, 169, 1920. 
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gesunden. Diese Ergebnisse widersprechen zunachst den analytischen 
Ergebnissen bei der Aminosdurenbestimmung, stehen aber im Einklang 
mit den Anschauungen, die wir uns tiber die in den in starkerer Zell- 
teilung begriffenen Gewebekomplexen vor sich gehenden hydrolytischen 
Prozesse machten, die ihrerseits durch die geringere Trichloressigsaure- 
faillung bei den erkrankten Knollen bekraftigt werden. 

Man kénnte das vielleicht 
so erklaren, daB ahnlich wie bei 
der Hemmung der Zymasetitig 
keit die im intakten Gewebe 
sicherlich bestehende Verringe 
rung der Proteinaseaktivitiit 
durch die Oxydasen (auf dem 
Wege iiber ein erhéhtes Poten- 
tial und damit iiber mutmas- 
liche Verringerung der aktiv 
tatigen Sulfhydrylkérper) durch 
eine regulatorische Erhéhung 
der Aktivitat oder durch Ver- 
mehrung des _ proteolytischen 
Enzyms, allerdings ohne Erfolg, 
von den Pflanzen auszugleichen 











versucht wird. Wenn aber das 





vor nach vor nach 


——— > —— >> ee 7” w serer Pra- 
Aitolyse yree Siimling Gewebe, wie bei unserer Pra 


Sickingen (halt) Sickingen(warm) —_(frithyahr) prentien, aemheet wise, sienen 
die sehr sauerstoffempfindlichen 


Abb. 13. Bestimmung der Aminosdurenfreudigkeit Oxydasen sehr schnell zerschla- 
durch Messung der Melaninbildung kranker und gen werden, und damit ist der 
gesunder Sa&fte vor und nach der Autolyse mit 
Natriumfluorid, lichtelektrisch gemessen an der 
mit zunehmender Melaninbildung sich vergréBern- ren proteolytischen Tatigkeit, 
den Extinktion. die vorher im Gewebe unter- 

driickt wurde, im PreBsaft keine 

Grenze mehr gesetzt. Man kénnte aber die erhéhte Melaninbildung im kranken 
Saft auch lediglich auf die an und fiir sich gr6Bere Aktivitat der Tyrosinase, 
die ja selbst eine Oxydase darstellt, zuriickfiihren, die nun im Gewebebrei 
oder im PreBsaft sich vollends auswirken kann, da ihr nun auch noch die 
Aminosaurenvorrate der tibrigen bisher inden intakten Geweben nicht erreich- 
baren Partien zur Verfiigung stehen. Von einer Proteolyseerh6hung durch 
Natriumfluoridautolyse ware dann allerdings keine Rede, zumal solche 
starkeren Verfarbungen auch ohne Natriumfluoridzusatz in den PreBsaften 
kranker Knollen auftreten kénnen. Und drittens kénnte man, die einzelnen 
Vorginge fiir die einzelnen Gewebe getrennt betrachtend, annehmen, dai 
zwar in der starkefreien Zone die synthetischen Prozesse wohl aus dem eben 
genannten Grunde der Verringerung der aktiv tatigen Sulfhydryle durch die 
dort lokalisierten oxydatischen Krafte vorherrschen, andrerseits die auf 
Grund der ebenfalls im PreBsaft mit Jodtitration nachgewiesenen erhéhten 
reduzierenden Krafte im geschlossenen, noch nicht zerst6rten Gewebe- 
verband in den in Multiplikation befindlichen Zellen eine starkere Hydrolyse 


freien Entwicklung einer gréBe- 


bedingen. 
Unter der Annahme, daB diese letzteren Vorgange bei Auflésung des 
Zellverbandes wahrend der PreBsaftherstellung iiber die durch die Oxydasen 
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gerichteten Prozesse vorherrschen, kénnte man die erhéhte proteolytische 
Tatigkeit im PreBsaft der kranken Knollen lediglich durch ein Zusammen- 
wirken vorher in bestimmten getrennten Gewebepartien getrennt ab- 
laufender durch die Zerreibung aber vereinigter Enzymvorginge erklaren. 

Viel wichtiger als die EiweiBmobilisierung ist fur die Kartoffel, 
die einen Kohlenhydratspeicher darstellt, die Enzymtatigkeit bei der 
Starkehydrolyse. Es ist nun eine bekannte Tatsache, daB~ diese 
Prozesse nicht nur durch anorganische Katalysatoren, sondern auch 


solehe organische Beschleuniger, wie die Peroxydasen und Oxydasen 
5 5 A 3 


(Biedermann'), merklich beeinfluBt werden. 

Das kénnte nun auf eine direkte Wirkung der Oxydasen auf die 
katalytisch wirksamen Enzyme zuriickzufiihren sein (Biedermann), 
kann aber auch ebensogut durch die vermutlich durch die Oxydasen 
bewirkte Verringerung der Sulfhydrylgruppen enthaltenden Substanzen 
erklart werden; denn nach Pringsheim? ist die die z-Amylase fordernde 
und begleitende Komponente in ihrer Wirkung gleichbedeutend mit 
dem SS-Glutathion, was allerdings von Alinkenberg®, der die 
Férderung der diastatischen Tatigkeit bei Zusetzen von SS-Gluta- 
thion nicht bestatigen konnte, angezweifelt wird. 

Wir benutzten zur Bestimmung der diastatischen Tatigkeit die 
Wohlgemuth-Methode, mit der wir voraussichtlich nur die Wirksamkeit 
der x-Amylase oder Dextrinogen-Amylase erfassen. Die Bestimmung 
der Saccharogen-Amylase eriibrigte sich zundchst fiir unsere Zwecke. 
Gleiche Mengen Starke wurden mit verschiedenen Mengen Saft, also 
unterschiedlicher Fermentlésung kranker und gesunder Knollen ver- 
setzt und diejenigen Mengen herausgesucht, die zur voélligen Dex- 
trinierung ausreichten. Die eisenfleckigen Knollensafte zeigten stets 
eine héhere diastatische Tatigkeit (Tabelle X). 


Tabelle X. Tatigkeit der Diastase, gemessen nach Wohlgemuth*. 

D Dextrinierungsfaktor. Die Zahl am oberen Rande bedeutet die Tem- 

peratur, bei der gearbeitet wurde. Die Zahl am unteren Rande die Versuchs- 
dauer. 





Gesund Krank Gesund Krank 


37? | Si we 37° 
25h gad 24h F 24h 
37° os 37° 379 
25h ’ 24h ; 24h 
37° : 37° 37° 


25h ; 24h 24h 


D== 
D= 


Ps 9.6 





1 Biedermann, diese Zeitschr. 185, 282, 1923; 187, 35, 1923; 149, 309, 
1923; 154, 477, 1924. — 2 Pringsheim, ebenda 152, 109, 1932. 3 Klin- 
kenberg, Hoppe-Seyler 212, 172, 1932. 1 Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 
10, 1908. 
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Diese erhéhte Starkehydrolyse kénnen wir zunachst aber nur fiir 
die starkefreien oxydasehaltigen Gewebepartien annehmen. 

Wir dirfen uns daraus wohl erkliren, daB die Teile, die auBerhalh 
des Korkmantels lagen, und in denen wir mit Hilfe der Methylenblau- 
farbung und der Kupferblechprobe eine erhéhte Menge von Oxydasen 
und Peroxydasen nachweisen konnten, sich als vollkommen starkefrei 
erwiesen. Starkebestimmungen mit Hilfe des Polarimeters und de: 


Salzsaurehydrolyse bestatigen uns diese die Starkehydrolyse fordernde 

Wirkung der Peroxydasen, indem wir in 

Pabelle XI. Starke-  simtlichen untersuchten Fallen bei den 

prozenteder Procken- 
substanz gesunder 

und kranker Knollen, 

polarimetrisch belle XI). 


eisenfleckigen Knollen einen bis zu 2°, gerin- 


geren Starkegehalt nachweisen konnten (Ta- 


gemessen. Die verhaltnismabig hohen Prozentzahlen 





; 3 erklaren sich dadurch, daB wir nicht auf 
Gesund Krank pores ; 
( 0 Frischgewicht umgerechnet haben. AuBerdem 


= = benutzten wir, da es uns nur auf die Unter- 
57,39 55,12 . . 

52°72 50-74 schiede zwischen gesund und krankankam, den 
59,00 55,41 Polarisationsfaktor fiir Weizenstarke, um uns 
die Arbeit der Faktorbestimmung zu ersparen. 
Man mu aber immer beriicksichtigen, daB die oben besprochenen mit 
Hilfe der Wohlgemuth-Methode an PreBsaften bestimmten diastatischen 
Werte noch nicht ohne weiteres Aufschlu8 iiber die Vorgange in den intakten 
Gewebepartien zu geben vermégen. Es ist néimlich durchaus méglich, da} 
die bei den eisenfleckigen Knollen gefundenen héheren diastatisehen PreB- 
saftwerte vielleicht dadurch hervorgerufen werden, daB bei der PreBsaft- 
herstellung die durch Zerreiben aus den starkefreien Gewebezonen frei 
werdenden Oxydasen ihre fordernde Tatigkeit auch auf die in den iibrigen 

Geweben vorhandenen Diastasen iibertragen. 
_ Haben wir uns bisher ein Bild iiber die Veranderungen, die eine 
Erhéhung des Nahrsalzgehaltes auf dem Wege tiber die fermentative 
Tatigkeit und der Korrelation der einzelnen Fermentkomplexe unter- 
einander im stoffwechselphysiologischen Geschehen ausiiben kann, 
gemacht, so fehlt uns doch noch eine Vorstellung, welches die Stoffe 
sind, die bei den interessanten Oxydo- und Reduktionsprozessen die 
wasserstoffiibertragende bzw. sauerstoffakzeptierende Rolle — spielen 
kénnen. Wenngleich unsere Versuche in dieser Richtung noch in den 
ersten Anfangen stecken, méchte ich doch die uns leitenden Gedanken- 
giinge mitteilen. Bei der Frage, welches wohl die Stoffe sein mégen, die 
die merkwiirdig hohen Reduktionspotentiale bei den Abbauknollen und 
die sehr geringen bei den eisenfleckigen Knollen hervorrufen, miBte 
man zunachst an das in allen Tier- und Pflanzenzellen vorkommende 
und des 6fteren schon erwahnte Glutathion denken. Abgesehen von der 
noch nicht geklarten Meinungsverschiedenheit (Tunnicliffe, Bierich und 
Kalle), ob das Glutathion in seiner reduzierten, eine —SH-Gruppe 
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nthaltenden, oder in der oxydierten Disulfidform vorliegt, schlieBen 
wir uns heute der ersteren Annahme an: das Mengenverhaltnis zwischen 

SH- und —SS-Glutathion wird zugunsten des —SH-Glutathions 
verschoben angenommen. Die Rolle des —SS-Glutathions als bio- 
logischer Wasserstoffakzeptor in der Zelle ist bereits bekannt. Infolge 
der Reversibilitat des Systems SS—SH-Glutathion kann dieses 
gewissermaBen als Zwischenkatalysator im Gewebe nicht nur nach 
MaBgabe des verfiigbaren Wasserstoffs auf Wasserstoffakzeptoren wie 
Methylenblau und Sauerstoff wirken, sondern weit tiber die aquivalente 
Menge von anderen leicht dehydrierbaren Stoffen, die im Zellsaft vor- 
handen sind, iibertragen. 

Wenn man unter Beachtung der Tatsache, daB das Glutathion bei 
den Pflanzen im Gegensatz zu den Tieren eine nur untergeordnete 
olle spielt, auch nicht annehmen darf, daB alle Reduktionsvorgange 
im Gewebe durch die Tatigkeit des Glutathions zu erklaren sind, spielt 
es doch bei der Mehrzah] derselben eine Hauptrolle. Auch das in der 
modernen Physiologie immer mehr zur Klarung der Aktivierungs- 
prozesse herangezogene Vitamin C, die Ascorbinsdure gehért zu den 
sauerstoffaufnahmefahigen autoxydablen Substanzen. Seine Stellung 
als Wasserstoffiibertrager wies Szent-Gydrgyi nach, der bei Zugabe 
dieses Vitamins eine starkere Sauerstoffaufnahme des Blatterpreb- 
saftes, ahnlich wie wir bei Zugabe zum KnollenpreBsaft, feststellen 
konnte.  <Auffallig ist ihre leichte Oxydierbarkeit zur Dehydro- 
Ascorbinsaure. 

Die natiirlich oder krankhaft veranderte Steuerung dieser Gleich- 
gewichtssysteme des —SH- und —SS-Glutathions auf der einen und 
des Vitamins C und der Dehydro-Ascorbinséure auf der anderen, kann 
nun leicht, wie das bereits in den einzelnen Abschnitten angedeutet 
wurde, zur Steuerung der gesamten Stoffwechselvorgange der abbauenden 
wie der synthetischen, im pflanzlichen wie im tierischen Organismus 
beitragen. Die Mitwirkung solcher spezifischer Aktivatoren erlaubt es, 
Stoffwechselvorginge ganz verschiedener Natur in bestimmter Folge 
miteinander zu verkniipfen, ohne eine Vermehrung oder Verminderung 
der bei den stoffwechselphysiologischen Prozessen tatigen Enzym- 
massen annehmen zu miissen. 

Wenn wir also, abgesehen von der Méglichkeit, die eben besprochenen 
Veranderungen im Stoffwechsel der Knolle als Folgeerscheinung einer 
durch abnorme Wachstumsrythmen hervorgerufenen ZellzerreiBung und 
damit verbundenen Abtétung gewisser Gewebepartien zu betrachten, 
die Nahrsalzanreicherung als primare Ursache annehmen, und damit 
eine vielleicht auf dem Umwege iiber die Katalasehemmung oder auch 


direkt iiber eine Férderung der peroxydatischen Tatigkeit, eine erhdhte 
Oxydaseaktivitat im intakten Gewebe verbinden, so kénnte man ver- 
muten, daB sauerstoffaufnahmefahige Substanzen, wie das S H- 
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Glutathion und die Ascorbinséure nach Mabgabe der Entstehun; 
der Peroxydasen und deren fermentativen Tatigkeit zum Teil durc! 
Autoxydation zu dem —SS-Glutathion bzw. der vielleicht als Atmungs- 
pigment tatigen Dehydro-Ascorbinsaure zumindestens in ganz bestimm! 
lokalisierten von uns als starkefrei nachgewiesenen Geweben, oxydier' 
werden. 

Die durch diese Gleichgewichtsverschiebung verursachte Ver 
anderung der spezifischen Wirkung der nun vorherrschenden Akti 
vatoren, vermutlich die in ihrer oxydierten Form vorliegenden Gluta 


thione, miissen nun die bekannten und schon oben  besprochene1 
Hemmungen auf die Zymase- und Proteasetatigkeit ausiiben. Di 
Amylase dagegen wiirde geférdert werden. Wie sich diese Tatigkeit, 
insbesondere bei der Zymase, im zerstérten Gewebebrei auswirkt 
wurde bei der Besprechung der Beobachtungen der einzelnen Enzyn 
funktionen erwahnt. Zunachst muBte nun nachgewiesen werden, da 
die in Experimenten gefundene gr6éBere Oxydaseaktivitat die Gleich 
gewichtssysteme, —SH- und —SS-Glutathion und Ascorbinsaéw 
und Dehydroascorbinséure in der kranken Knolle zugunsten der ox) 
dierten Form verschoben hat. 


Wir bestimmten daher das Glutathion nach einer von Tunni- 
cliffe’ an Blut ausprobierten titrimetrischen Mikromethode. In einem 
mit Trichloressigsiure von seinem Eiwei} befreiten Kartoffelsaft wird 
nach Zugabe einer Jodlésung durch nachfolgende Titration mit Thi« 
sulfat diejenige Jodmenge bestimmt, die wahrend der Einwirkungsze 
nicht vom Glutathion verbraucht wurde. Da wir in saurer Lésu; 
arbeiteten, darf man annehmen, daB in der Hauptsache das —S1 
Glutathion erfaBt wird. Leider ist es im Gegensatz zu tierische 
Objekten bei PflanzenpreBsaiften aber nicht méglich, das Glutathioi 
allein zu bestimmen, sondern man erfaBt stets die Summe aus —SH- 
Glutathion und Ascorbinsaure. 

Auch Heiserich ? diirfte in seinen Untersuchungen iiber den Schwefelstoft 
wechsel nicht, wie er angibt, den Glutathiongehalt, sondern in der Haupt- 
sache wohl den Vitamin C-Gehalt bestimmt haben. Da die Ascorbinsaure 
im pflanzlichen Zeligeschehen vorherrscht, enthalten die mit dieser Methode 
festgestellten Werte bei unseren Knollensaften wohl auch zum gréBten Teil 
die Wirkungen des Vitamins C. Zu den methodischen Schwierigkeiten 
kommt hinzu, daB das Glutathion auBerordentlichen, z. B. durch Tem- 
peraturveranderungen hervorgerufenen Schwankungen ausgesetzt ist (Binet 
und Magrou*). Es kann passieren, daB sich die Werte je nach der 
Lagerungstemperatur mitunter in das Gegenteil umkehren kénnen. 


' Tunnicliffe, Biochem. J. 19, 194, 192 
Pflanzenernahrung u. Diingung 37, Heft 1/2,/ 
La Presse Medicale 48, Mai 1932. 


5. — 2 Heiserich, Zeitschr. 
5, 


55, 1935. — % Binet u. Magro 
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Uber die Eisenfleckigkeit der Kartoffel. 221 


Zur Bestimmung der Ascorbinsaure bedienten wir uns der Mikro- 


titration nach Birch, Harries und Ray’. 


Zu einer Dichlorphenolindophenoll6sung wurden von EiweiB befreite 


Saftmengen bis zum Umschlagspunkt aus einer Biirette zugefiigt. Auf eine 
EKinstellung auf reine Ascorbinsaure verzichteten wir, da wir nur Unterschiede 
zwischen kranken und gesunden Knollensaften feststellen wollten und auf 


die Feststellung von absoluten Werten keinen Wert legten. Die kleineren 
Werte stellen infolge der veranderten Versuchsanordnung die groberen 
Reduktionskrafte dar. In den Tabellen NIL und NII sind die Ergebnisse 
der Jodtitration und der Ascorbinséurebestimmung zusammengestellt. 


Tabelle XII. Glutathiongehalt 
gesunder und kranker Knollen- 
preBsafte, normal gelagert. 


Bei normal gelagerten Knollen war 


das Glutathion der kranken Knollen 


Tabelle XIII. 
gehalt kranker und gesunder 
Knollen. Die gréBeren Zahlen in 
der Spalte ,,gesund** bedeuten einen 


Ascorbinsaure- 


bei der Entfarbung gleicher Mengen 
Dichlorphenolindophenollésung gro- 
Beren Verbrauch an Enzymloésung, 
somit einen kleineren Vitamin C-Ge- 




















groer. halt. 

Gesund Krank Gesund Krank Gesund Krank Gesund Krank 
0,34 0.73 0.98 1,14 5,19 3,79 5.35 4,76 
0,90 0,82 0,55 1,03 5,04 3.63 5.68 4.14 
0,58 0,90 0,33 0,77 5,27 4,78 5,85 4,77 
0,54 0,78 5,27 4.67 5.84 4,85 

6.09 4,12 


In beiden Fallen, sowohl bei der Jodtitration wie bei der Be- 
timmung der Ascorbinsaure, zeigten die kranken Knollen entgegen 
inseren Erwartungen einen héheren Reduktionswert. Es waren sowohl 
die absoluten Mengen an Vitamin ( wie auch die Summe aus diesem 
und dem —SH-Glutathion bei den an Oxydasen reicheren kranken 
Knollen gréBer, was wir des 6fteren bereits im Text weiter oben zur 
Erklarung einzelner Enzymreaktionen verwerteten. 

Wenn man bedenkt, daB in der Nachbarschaft der in der Abb. 2 
wiedergegebenen zerstérten Zellkomplexe eine rege Teilungstatigkeit ein- 
setzt, die ja in der Regel mit einer Vermehrung der Ascorbinséure und des 

SH-Glutathions verbunden ist. so diirfen diese Werte nicht wunder 
nehmen. Es kann trotz Feststellung erhéhter Ascorbinséiuremengen und 
erhohter Summe= aus SH-Glutathion und Ascorbinsaure das Ver- 
haltnis der reduzierten zur oxydierten Form durch die experimentel! 
festgestellte Aktivitat der Oxydasen zugunsten des SS-Glutathions 
und der Dehvyvdroascorbinsiure verschoben sein, wenn man einen 
im ganzen héheren Gehalt an Gesamtglutathion und Gesamtvitamin an- 
nimmt, welcher nun entweder durch gleichmaBige Erhéhung sowohl der 
reduzierenden wie oxydierenden Komponenten entstanden zu denken ist, 


! Birch, Harries u. Ray, Biochem. J. 27, 595, 1933. 
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oder sich aber dadurch bildet, daB bei der Entwicklung der Krankheit dix 
erhéhte Oxydaseaktivitaét der kranken Partien, abgesehen von der Melanin 
bildung, zundchst die Oxydation des Glutathion und der Ascorbinséure zu ihrer 
wasserstoffarmeren Formen bewirkt hat. Ist nach erfolgter Melanin 
bildung das Gewebe abgestorben, so miiBte die mit jeder meristematischen 

Tatigkeit verbundene Erhéhung des Glutathions und des Vitamins C (Mothes, 
Binet und Magrou) auch hier zu einer Erhéhung dieser Substanz fiihren 
was indirekt ebenfalls zu einer Erh6hung der Gesamtsumme an reduzierender 
wie oxydierenden Stoffen sowohl beim Glutathion wie beim Vitamin fiihren 
wirde. 

Leider kénnen wir noch nicht die vier Erscheinungsformen: Vitamin ( 
und Dehydroascorbinséiure auf der einen, SH- und —-SS-Glutathion auf de: 
anderen Seite, analytisch so einwandfrei trennen, daB wir unsere Vor 
stellungen experimentell belegen kénnten. Eingehendere Messungen in 
dieser Richtung werden hier noch AufschluB zu geben haben. Die Be 
teiligung des Vitamins C an den enzymatischen Prozessen, z. B. bei de: 
Garung oder der Proteinzerlegung, diirfte noch nicht eindeutig geklart sein 
(Bersin fand keine Beeinflussung der Proteolyse durch das Vitamin C, 
wahrend Mothes eine soleche nur vermutet). Setzt man voraus, daB auch bei 
den von uns untersuchten Enzymaktivierungen das Vitamin C ohne Einflus3 
bleibt, so kénnte man vermuten, daB es bei den Aktivierungen nicht allein 
auf die absolute Menge an SH- oder SS-Glutathion bei den kranken 
Knollen im Verhaltnis zu den gesunden ankommt, sondern auf das das 
Potential bestimmende Verhaltnis beider in gesunden und kranken Knollen. 
Das gilt allerdings nur fiir die in den kranken Knollen als starkefrei gekenn- 
zeichneten Gewebepartien. Wenn es sich bestatigen sollte, daB nicht nur 
die Summe aus reduzierendem Vitamin und Glutathion, sondern auch der 
absolute Wert bei der kranken Knolle gréBer ist, miiBte die Zymase- und 
Proteasetatigkeit in den in der Teilung begriffenen Zellen gef6rdert sein. 

Die Erhéhung der Diastasetitigkeit in den von Starke befreiten Ce 
weben laBt darauf schlieBen, daB trotz des vermehrten SH-Glutathions 

SH-Glutathion 
doch noch das Verhaltnis : zugunsten des letzteren ver- 
—SS-Glutathion 
schoben ist. Diese Méglichkeit ist zu erwagen, wenn der Gesamtglutathion- 
gehalt erhdht ist. 

. Abgesehen von der durch héhere Oxydationspotentiale in den starke- 
freien Geweben gehemmte Zymase- und Proteinasetitigkeit wiirde die 
Amylase nicht nur durch die schon bekannte Férderung durch vermehrte 
Nahrsalzionen, wie auch durch oxydatisch aktive Enzyme in ihrer stairke- 
abbauenden Tatigkeit bei den kranken Knollen beschleunigt, sondern die 
vermehrte absolute Menge des SS-Glutathions miiBte nach Pringsheim 
auch das ihrige zur Férderung zumindest der x-Amylase tun. In einem 
durch die PreBsaftherstellung zerst6rten Gewebe miiBten die frei gewordenen 
Enzyme (Zymase und Protease) sich aber in einer Richtung auswirken, die nur 
zum Teil mit unseren analytischen Befunden an PreBsaiftenin Einklang stehen. 
Wie diese Abweichung erklart werden kann, haben wir bereits oben erértert. 

Wir méchten in diesem Zusammenhang nicht unerwahnt lassen, 
daB die Frage, ob iiberhaupt den bisher beobachteten Aktivierungs- 
erscheinungen eine Zusammenwirkung zwischen Enzym und Aktivator 
durch das in reduzierter Form vorliegende Glutathion zugrunde liegt, 
noch nicht entschieden ist. 
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Es ist noch nicht eindeutig festgestellt, ob es sich lediglich um eine reine 
Wirkung des niedrigen Potentials handelt, oder ob das SH-Glutathion 
ladurch auf das Ferment wirksam wird, da es dieses selbst reduziert oder 
iber ob die Aktivierung durch Ausschaltung vergiftend wirkender Metall 
spuren zustande kommt. Das Vorhandensein solcher Metallspuren miiBte 
die Aktivierung hemmen. Obwohl wir in unserer Arbeit zu dieser Frage 
keine Stellung nehmen wollen, sei erwahnt, dai wir bei den eisenfleckig 
erkrankten, mit starken oxydatischen Kraften versehenen Knollen, hohere 
Mn- und Fe-Werte fanden, die durchaus, abgesehen von der durch die 
vermutete Verminderung des SH-Glutathions hervorgerufenen Inakti 
vierung der Proteolyse, im Sinne von Krebs! vermindernd auf die Aktivitat 
der Enzyme wirken kénnte. Das Eisen wurde nach einer mikrokolorimetri 
schen Methode von Lintzel? bestimmt. Die Substanz wird im Salpeter- 
Schwefelsiuregemisch unter Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd verascht 
und die Aschenlésung nach Praiparation mit x, «'-Dipyridyll6sung im Leifo- 
kolorimeter auf ihre Extinktion untersucht. Das Mangan wurde nach Vor- 
nahme einiger Veranderungen nach Marshall? bestimmt. Trockensubstanz 
wurde verascht, dann mit Schwefelsiure abgeraucht und in der salpeter- 
sauren Aschenlésung mit Hilfe von Peroxydat auf dem Wasserbad bis zur 
volligen Oxydation erhitzt. Die violett gefairbte Losung wurde mit einer 
Permanganatiésung im Leifokolorimeter auf ihre Extinktionswerte gepriift. 
Die Werte sind in den Tabellen XTV und XV zusammengestellt. 


Die bei den kranken Knollen erhéhten Mangan- und Eisenwerte 
stehen in ihrer Wirkung in einem Widerspruch mit den gleichzeitig 
gefundenen hohen oxydatischen Werten der erkrankten Gewebepartien. 
Denn Pfankuch* fand, allerdings in Modellversuchen an PreBsiaften, 
daB schon nach Zugabe von sehr geringen Mengen eine auffallige 
Hemmung der oxydatischen Tatigkeit eintrat. 

Allerdings sind unsere Eisen- und Manganwerte auf Trockensubstanzen 
berechnet. Unter Beriicksichtigung der im Verhaltnis zu den gesunden 
Knollen geringeren Trockensubstanz der eisenfleckigen Knollen verwischen 
sich die Unterschiede bereits bei der Berechnung auf Frischgewicht merklich. 
Wir kénnten von einer vermehrten Wirkung dieser Ionen erst reden, wenn 
sich auch in den noch nicht sichtbar erkrankten Knollen des kranken Feldes 
gegeniiber den Knollen der gesunden Felder eine Mengenerhéhung dieser 
katalytisch wirksamen Substanzen nachweisen lieBe. 


Tabelle XIV. Ejisengehalt gesunder und kranker Knollen. 


Die einzelnen Zahlen sind aus je drei Mittelwerten errechnet. 





1,13 mg-% 1,86 mg-% 
Lio 186 , 
160 , 2.00 
1 H. A. Krebs, diese Zeitschr. 220, 289, 1930. 2 Lintzel, Zeitschr. f. 
d. ges. exper. Med. 86, H. 1/2, 1933. — * Marshall, Zeitschr. f. analyt. Chem. 
43, 418 u. 655, 1904. — 4 Pfankuch, diese Zeitschr. 277, 129, 1935. 
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Tabelle XV. Mangangehalt gesunder und eisenfleckiger Knollen. 
Die Zahlen sind aus je drei Mittelwerten errechnet. 





2,0 mg-% 1,8 mg-% 
by ‘ 18 , 
23 , 

Als letztes interessierte uns die Frage, wie sich diese eben noch 
einmal zusammengefaBbten stoffwechselphysiologischen und biochemi- 
schen Veranderungen auf den Pflanzgutwert der Knolle auswirken: 
denn von der Fahigkeit, die Intensitat der Stoffwechselprozesse durch 
ein Reservoir von Katalysatoren zu vergr6Bern, hangt letzten Endes 
die Keimung und spatere Entwicklung der Pflanze ab. In der eisen- 
fleckig erkrankten Knolle haben wir wahrscheinlich einen solchen 
Katalysatorensammler vor uns, wenngleich auch die Anreicherung an 
wirksamen Enzymen lediglich erst im Verlauf der Entwicklung eines 
pathologischen Vorgangs stattgefunden hat. Wenn wir also nachweisen 
konnten, das der fiir die Mobilisierung bei der Keimung ausschlag- 
gebende ProzeB des Kohlenhydratabbaus durch einen héheren Gehalt 


an Oxydasen und Peroxydasen in bestimmten Gewebepartien — be- 


schleunigt wird, andererseits in benachbarten Zellkomplexen eine 
EiweiBhydrolyse und damit indirekt vielleicht auch die Starke- 
zersetzung geférdert wird, so ist mit einer Verminderung der Keimkraft 
selbst stark erkrankter Knollen, wenn man eine Auswirkung dieser in 
bestimmten Gewebepartien lokalisierten Enzymvorginge auf die 
iibrigen Stofftransporte bei den stoffwechselphysiologischen Vorgangen 
der Keimung annehmen darf, nicht zu rechnen, was mit den im folgenden 
Abschnitt kurz erwahnten Ergebnissen in unseren Nachbaufeldversuchen 
iibereinstimmt, wo sich selbst bei stark erkrankten Knollen keine 
Entwicklungsstérungen zeigten. 

An mehreren Stellen wurde auf zur Eisenfleckigkeit neigenden 
Béden Knollenhalften ausgepflanzt, die vollkommen von der Kisen- 
fleckigkeit gebraunt waren. Zum Vergleich wurden daneben stets die 
Halften gesunder Knollen ausgepflanzt. Auf diesen Boden blieb die 
Kisenfleckigkeit selbst im Nachbau mit 70 bis 80°, erkrankter Knollen 
bei gleichmaBigen Witterungsbedingungen vollkommen aus. Bei 
Kisenfleckigkeit erregender Witterung trat sie im Nachbau sowohl der 
kranken, als auch der gesunden Halften in gleicher Starke auf. Um- 
gekehrt blieb sie auch im Nachbau schwer erkrankter Knollen bei 
Kisenfleckigkeit erzeugender Witterung aus, wenn sie auf schweren 
Béden, die nicht zur Eisenfleckigkeit neigen, gepflanzt wurden. 


Vorliegende Arbeit wurde durch Mittel der Notgemeinschaft 
weitgehend unterstiitzt. 
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Uber biochemische Charakterisierung einiger Stimme von 
Aspergillus niger hinsichtlich ihres Siurebildungsvermégens. 
Von 
(i. Wassiljew. 

(Aus dem Laboratorium fiir technische Mikrobiologie am Mikrobiologischen 
Forschungsinstitut der Universitat Moskau.) 


(Eingegangen am 7. April 1935.) 


Das bei Schimmelpilzen bei Auslese aktiver Formen oder Rassen 
beobachtete Phanomen der Veranderlichkeit wurde fiir die Vertrete: 
der Aspergillaceen von vielen Forschern beobachtet. Jedoch blieb eine 


wichtige Frage bis zur allerletzten Zeit ohne befriedigende Loésung, 
da selbst der Begriff ,,Pilzstamm* einer naheren Bestimmung 
erheischt. Als Merkzeichen fiir die Sonderung der Stémme des Asper- 
gillus niger und der Identifizierung verschiedener Rassen oder Stémme 
des Pilzes, kénnen folgende Eigenschaften dienen: 

1. Morphologische Charakteristik. (KEntwicklungsgeschichte, Struk- 
tur der Konidientrager, Beschreibung des aéuBeren Bildes der Sporen- 
bildung; EinfluB der Temperatur auf das Wachstum, und endlich 
Wachstum sowie Entwicklung auf den einzelnen Nahrmedien.) 

2. Biologie und Physiologie des Pilzes. (Bestimmung der Eigen- 
tiimlichkeiten der Ernahrungsart und Charakteristik der hauptsach- 
lichsten Stoffwechselprodukte ; Faihigkeit des Pilzes, in Zuckerlésungen 
Sauren zu bilden Glucon- und Citronensaiure — ; Rolle und Bedeutung 
der einzelnen Elemente der mineralischen und der Stickstoffernahrung. ) 


Thom und Currie (1) haben gezeigt, daB die Intensitat der Saurebildung 
heim Aspergillus niger sehr verschieden ist und fiir die einzelnen Staémme 
oder Varietaten ein charakteristisches Merkmal bildet. Die morphologischen 
Kigentiimlichkeiten der Stéimme des Aspergillus niger treten in der Art det 
Entwicklung des Mycels und der Sporenbildung wie auch in der Farbung det 
Sporen in Erscheinung. Amelung (2) sowie Bernhauer (3) haben darauf hin- 
gewiesen, daB es méglich ist, durch die Fahigkeit zur Bildung von Glucon- 
und Citronensiure in Kulturen auf Zucker die einzelnen Stamme zu 
unterscheiden. Auf Grund dieser Untersuchungen kann man den Schlui 
ziehen, daB der Zusammenhang zwischen aéuBeren morphologischen Merk- 
malen und dem Charakter der Sporenbildung sowie dem Saurebildungs 
vermogen der Pilze das einzige bis jetzt vorhandene Merkzeichen zur Aus- 
sonderung und Unterscheidung der Stémme des Aspergillus niger bildet. 

Es erwies sich, daB die Variabilitat des Garvermégens und die ,,Degena- 
ration’: der Pilze die von vielen Forschern vermerkte EinbuBe der Fahigkeit 
des Pilzes zur Saurebildung (die bei langerer Kultivierung der Stamme aut 
manchen Nahrlosungen eintritt) mit der direkten biochemischen Charak- 
teristik des Pilzstammes in Verbindung gebracht werden kann, und zwar mit 
den Bedingungen der Ziichtung des Pilzes, der Zusammensetzung und der 
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\ziditat der Nahrlésung (4). Doch liefern diese Angaben keine allgemein- 
riiltigen Parallelen zwischen dem Saéurebildungsvermégen und den morpho- 
ogischen Merkmalen. 

Es muf8 darauf hingewiesen werden, dafi die Untersuchung der Ver- 
anderlichkeit der biochemischen Eigenschaften der Schimmelpilze erst an- 
yefangen hat, jedoch sind wir bereits im Besitze einiger wichtiger Daten, die 
iiber einige biochemische Eigenschaften des Stoffwechsels in verschiedenen 
Schimmelpilzarten Licht verbreiten kénnen. In einer seiner Arbeiten weist 
Butkewitsch (5) auf die Méglichkeit hin, die Schimmelpilze nach ihrem Ver- 
halten zur Chinsaéure zu unterscheiden. Tiukow (6) unterscheidet in den 
Penicilliumarten zwei physiologische Gruppen: Sadure anhaiufende und Starke 
bildende Formen. 

In vorliegender Mitteilung werden die Resultate unserer Unter- 
suchungen der letzten Jahre angefiihrt, die wir mit einigen Stammen des 
Pilzes Aspergillus niger angestellt haben, zwecks Aufklarung des Ein- 
flusses von ZnSO, auf den Stoffwechsel bei Ziichtung dieser Pilzart 
auf verschiedenen Nahrlésungen. Einige der erhaltenen Angaben wurden 
von uns im Jahre 1930 ver6ffentlicht (7). Auf Grund der Angaben 
dieser morphologischen Untersuchungen tber die Entwicklung der 
Pilzdecke, die Art der Sporenbildung und die Eigentimlichkeiten der 
Physiologie der Ernahrung des Pilzes, kann man sagen, dab ZnSO, 
einen spezifischen EinfluB auf Bildung und Anhaufung der Glucon- und 
der Citronensaéure durch die verschiedenen Stamme des Aspergillus niger 
ausubt. 

Experimenteller Teil. 
Ursprung der Stémme von Aspergillus niger. 

Wir erhielten die verschiedenen Stémme von Aspergillus niger von 
Prot. W.S. Butkewitsch, in dessen Laboratorium unsere Vorversuche aus- 
gefiihrt wurden. Bei langjahriger Ziichtung dieser Pilze gelang es immer, 
einen bestimmten EinfluB von ZnSO, auf die Saurebildung bei zwei 
Stammen nachzuweisen; diese Stémme wurden als Citronenséure und 
Gluconsaure bildende Stamme bezeichnet. Bei der Ziichtung des Citronen- 
siure bildenden Stammes VII wurde mit der Zeit eine Abnahme der Fahig- 
keit zur Citronensiureanhaufung beobachtet. Es gelang auch nicht, die 
urspriingliche Aktivitat durch Auslese beim Kultivieren auf sauren Medien 
wiederherzustellen. Die Aktivitat des Pilzstammes A, der Gluconsaure und 
auBerdem Citronensaéure bildet, erwies sich als ziemlich bestandig; die 
Ziichtung dieses Pilzes auf Wiirzeagar bietet giinstige Bedingungen fiir die 
Ausbildung des Saureproduktionsvermégens. Kiirzlich hat Berg gezeigt, daB 
man die Aktivitat des Stammes durch Kultivieren auf Wiirzeagar aufrecht 
erhalten kann. Der Stamm des Pilzes VII, als ,,Sch*S bezeichnet, wurde in 
letzter Zeit im Laboratorium von W. N. Schaposchnikow isoliert; er zeichnet 
sich durch ein schénes Wachstum der Pilzdecke und durch die vorzugsweise 
Bildung von Citronensaure aus Zucker aus. 


Zur morphologischen Charakteristik der Stdmme von Aspergillus niger. 


Man konnte bei den untersuchten Formen von Aspergillus niger Unter- 
schiede in der Sporenbildung, in der Farbung der Sporen und der Ge- 
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<chwindigkeit des Wachstums der Pilzdecke beobachten. Bei allen unter 
suchten Stammen ist eine Variation der Lange der Konidientrager deutlich 
zu bemerken. Die Pilzstamme II, IV und VII zeichnen sich durch reichliche 
Sporenbildung, die Stémme I und A dagegen durch eine geringe aus; die 
Stimme ITI, V und VI zeigen eine sehr schwache Sporenbildung, bei schlechte1 
Vermehrung der Pilzdecke. Dies betrifft die drei- bis viertagigen Kulturen 
auf Wiirze- und Aprikosenagar. Der Stamm II weist eine braune Farbung 
der Sporen und sehr kurze Konidientriger bei starker Sporenbildung und 
schwachem Wachstum der Pilzdecke auf. Bei den verschiedenen Staémmen 
wurden Schwankungen der GréBe der Sporen bemerkt. Bei den Stémmen |, 
111 und A, die als Formen mit groBen Sporen bezeichnet werden miissen und 
sich dureh verlingerte Konidientrager charakterisieren, erreichen die 
Schwankungen der GréBe der Sporen den Wert von etwa 4,3 uw; beim Stamm I] 
schwankt dieser Wert um 3,4 u herum. Die Pilzstimme I und A zeigen ein 
gutes Wachstum der Pilzdecke und ergeben ein flaumiges, zartes Mycel mit 
schwacher Sporenbildung. Bei der Ziichtung dieser Stémme auf Zucker 
lé6sungen entsteht ein charakteristischer Frucht-Apfelgeruch und es wird 
dabei der unangenehme Schimmelgeruch fast gar nicht verspiirt. Die 
Pilze VII und ,,Sch* glichen sich durch ein sehr iippiges Wachstum de1 
Pilzdecke aus, sie liefern ein hartes, runzeliges Mycel bei intensiver Sporen 
bildung mit einer eigentiimlichen schwarzen Farbung der Sporen. 


Aus der Zahl der untersuchten neun Formen des Pilzes bilden die 
Stamme I, A, I, VII und ,,Sch** die Hauptformen, die am typischsten sind ; 
dagegen sind die tibrigen vier St&éimme III, IV, V und VI Ubergangs 
formen und. stellen wohl Degenerationsformen dar, die im Prozefs det 
Ziichtung von den Hauptformen abgesondert sind. Es sei darauf hingewiesen, 


daB die Aussonderung der erwahnten Formen oder Varietéaten des Pilzes bei 
Versuchen erfolgte, die vorgenommen wurden, um das Saurebildungs 
vermégen des Pilzes in Medien mit hoher Zuckerkonzentration (etwa 20°, ), 
bei kleinem N-Gehalt zu studieren (0,05°5 N). Daher unterscheiden wir 
Pilzstamme, die vorzugsweise Citronensaure bilden (Pilzstamme VII und 
Sch). solehe, die vorzugsweise Gluconséure, doch dabei auch merkliche 
Mengen von Citronensiéiure erzeugen (Pilzstamme I und A), und endlich den 
Stamm II, der Gluconsiure und kleine Mengen einer hochmolekularen 
organischen Saure erzeugt; die chemische Natur dieser letzteren Saure ist 
lis jetzt unaufgeklart. 
Versuchsreihe 1. 

Zusammensetzung der Nahrl6sung: Saccharose 25°,, NH,NO, 0,154 ; 
0,1% ige Mischung folgender Salze: KH,PO,, MgSO, und FeCl,*. 

Das Zinksulfat wurde einem Teil der Lésung allein beigegeben, in der 
Menge von 0,01°, an wasserfreiem Salz. Die Nahrlésung wird in 1 Liter 
fassende Erlenmeyer-Kolben von je 350 cem gebracht. Sterilisiert wird im 
Autoklaven unter 1 Atm. wahrend 30 Minuten!. Entwicklung der Kulturen 
bei 22 bis 20°. Versuchsdauer 50 Tage. Nach AbschluB des Versuchs wurden 


* Die Salzmischungen wurden in folgender Weise dargestellt: 100 ¢em 
von 10°4igem KH,PO,, 60 ecem des 10° igen MgSO,.7H,O; 5cem des 
10°, igen FeCl, Wenn man 1 cem dieser Salzmischung zu je 100cem der 
Nahrlésung hinzufiigt, so erhalt man eine Konzentration von 0,1°, der 
Salze dieser Mischung. — ! Diese Bemerkung gilt auch fiir die Sterilisations- 
bedingungen bei allen nachfolgenden Versuchen. 
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die Kulturen durch Erhitzen im Koch schen Apparat getétet und analysiert. 
Bei der Analyse der Kulturfliissigkeit bedienten wir uns der von W. Butke- 
vitsch empfohlenen Methode zur Trennung und quantitativen Bestimmung 
ler Sauren; gluconsaures Calcium wurde mit Alkohol gefallt. Indentifiziert 
wurden die Calciumsalze dieser Sauren durch Bestimmung des Prozent- 
gehalts an CaO. Das Gewicht des Pilzes wurde durch Trocknung bei 100° C 
ermittelt. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe findet man in Tabelle | zusammen 
gefaBt. 

Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe, die in Tabelle | angefthrt 
werden, zeigen, dal} die verschiedenen Stémme von Aspergillus niger 
in Zucker enthaltenden Medien verschiedene Mengen von Sauren 


produzieren, wobei die qualitative Zusammensetzung der durch die 


untersuchten Pilzstimme erzeugten Sauren verandert wird. Der Pilz- 
stamm II hauft ausschlieBlich Gluconsiure an, der Pilzstamm VII 
Citronensiure, wahrend die anderen Stémme II], Vo und VI neben 
Gluconsiure verschiedene Mengen Citronensaure bilden. Lin fiir alli 
diese Gluconsdure liefernden Pilzstamme gemeinsames Merkmal ist dic 
merkliche Abnahme der Gluconsdure, die auf Zuckerkulturen in Gegenwart 
von Zinksulfat beobachtet wird. Bei Pilzstimmen III, V und VI, die 
diese Sauren bilden, wurde auf Zucker in Gegenwart des Zinksalzes 
ebenfalls eine Abnahme in der Anhaufung der Citronen- und der Glucon- 
sdiuren festgestellt. In Kulturen, in welchen Zucker vorhanden ist, 
wird eine weniger enerische Aufnahme des Zuckers beobachtet, was 
anscheinend mit der Ausnutzung der durch die Pilze gebildeten Sauren 
zur C-Ernahrung dieser Pilze bei gleichzeitiger Ausnutzung des Zuckers 
in Zusammenhang gebracht werden kann. In Kulturen ohne Zink ist 
eine gesteigerte Saureanhaiufung und eine gesteigerte Zuckeraufnahme 
zu beobachten. In Verbindung hiermit muB die in Kulturen mit Zn 
beobachtete Verringerung des 6konomischen Koeffizienten des Pilzes 
mit dem EinfluB des Zn auf den Stoffwechsel in Pilzkulturen  ver- 
bunden sein. 

In Kulturen auf Zucker hiufen die Pilzstimme IV und VII be- 
trichtliche Mengen Citronensdure an; als ein charakteristisches Merkmal 
dieser Pilzstimme mupB man die in Gegenwart des Zinksulfats beobachtete 
intensive Bildung und reichliche Anhdufung von Citronensdure durch die 
Pilzdecke bezeichnen. Unter diesen Kulturbedingungen steht die ge- 
steigerte Bildung und Anhaufung der Citronensaure mit dem energischen 
Wachstum des Pilzes und der Aufnahme des Zuckers durch die Pilz- 
decke in Gegenwart von Zink in Zusammenhang. In den Kulturen mit 
Zink zeigt der 6konomische Koeffizient eine Tendenz zur Zunahme, 
was wiederum auf einen Zusammenhang zwischen der Sparsamkeit 
in der Ausnutzung des Nahrmaterials und der Energie der Séurebildung 
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beim Pilz hinweist. Der EinfluB von ZnSO, auf den Stoffwechsel ist 
spezifisch fiir die einzelnen Pilzstimme und kann als ein neues Merkmal 


hei der Charakterisierung der untersuchten Stamme des Aspergillus niger 
in biochemischer Hinsicht bezeichnet werden. In dieser Beziehung liefern 
die biochemischen Unterschiede der verschiedenen Stamme des Asper- 
gillus niger neue Daten fiir die Physiologie der Saurebildung tiberhaupt 
und zur Untersuchung des Stoffwechsels in den einzelnen Formen der 
Aspergillaceen. 

Versuchsreihe 2. 

In dieser Versuchsreihe wurde der EinfluB des Zinksulfats auf das Pilz- 
wachstum und die Saurebildung in Kulturen verschiedenen Alters unter 
Bedingungen einer tiberschiissigen Ernahrung mit Zucker und _ stickstoff- 
haltigen Verbindungen untersucht. Zu den Versuchen, deren Ergebnisse in 
Tabelle II zusammengefaBt sind, wurde der Pilzstamm I gewahlt. Zu- 
sammensetzung des Nahrmediums: 20° Zucker, 1% (NH,),HPO,, 0,2°, 
Salze. ZnSO, wurde fiir sich bei der Darstellung des Nahrmediums in 
Konzentrationen von 0,1 bis 0,01° 9 ZnSO, (wasserfreies Salz) zugefiigt. 
Fir die Kulturen wurden 100 cem fassende Erlenmeyer-Kolben aus Jenaer 
Glas genommen, in die je 25 cem des Nahrbodens gebracht wurden. Die 
Kulturen entwickelten sich im Thermostaten bei 30°. Die Versuchs- 
ergebnisse ersieht man aus Tabelle II. 

In Tabelle III sind Angaben der Versuche zusammengefast, in welchen 
die Stamme I und VII (Sch) auf folgender Nahrilésung geziichtet wurden: 
20°, Zucker, 1°, Ammoniumeitrat (etwa 0,2%) N), 0,2%) Salze unter 
Zugabe von 0,01° ZnSO,. Die Kulturen befinden sich in kleinen Steh- 
kolben aus einfachem Glas. 25 ccm Nahrlésung pro Kolben. Entwicklung 
der Kulturen bei 30°C. Versuchsergebnisse siehe Tabelle IL. 


Besprechung der Ergebnisse der Versuchsreihe 2. 

In Kulturen des Pilzstammes I auf Saccharose in Gegenwart von 
0,01% ZnSQ, (siehe Tabelle 11), kann man einen giinstigen EinfluB des 
Zinksulfats auf das Wachstum der Pilzdecke beobachten, wobei eine 
starke Beschleunigung des Pilzwachstums zu einer unbedeutenden Saure- 
anhaufung bei intensivem Verbrauch von Zucker fiihrt. Die titrierbare 
Aziditat der Kulturfliissigkeit ist in den Kontrollkulturen ohne Zink 
héher, wahrend die aktuelle Aziditat geringer ist. Dies weist auf eine 
andere Zusammensetzung der Sauren hin, da in den Kulturen mit Zink 
in diesem Falle die wahre Aziditat geringer ist!. Die Frage nach dem 
Einflu8 von ZnSO, auf den Stoffwechsel in Kulturen von Aspergillus 
niger wird in einer speziellen Mitteilung besprochen. Hier sei nur 
darauf hingewiesen, daB die Verschiebung des py-Wertes des Mediums 
in den Kulturen mit Zink vom py 2,10 bis px 1,45 anscheinend auf 
Kosten einer Anhaufung von Phosphorsaure gesetzt werden mub, die 
mit fortschreitendem Verbrauch des Stickstoffs des Ammoniumphos- 


1 Elektrometrische pu-Messung. 
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phats durch den Pilz erfolgt. Die bei den zinkfreien Kulturen beob- 
ichtete erhéhte Aziditaét erklart sich durch Anhaufung der schwach 
dissoziierten Gluconsaure. Die in Gegenwart von Zinksulfat beobachtete 
Verringerung der Saureproduktion muB mit dem gesteigerten Wachstum 
des Pilzes in Verbindung gebracht werden und kann als Zeichen dafiir 
gelten, daB in manchen Pilzstimmen (Pilzstamm I) unter Kinwirkung 
des Zinks ein beschleunigter Stoffwechsel und ein gesteigerter Verbrauch 
der erzeugten Sauren eintritt. 

Die Angaben der Tabelle III bezeugen ebenfalls einen bestimmten 
Zusammenhang zwischen beschleunigtem Wachstum der Pilzdecke 
und dem Vermégen des Pilzes, die sich bildenden Saéuren als C-Nahrung 
aufzunehmen. In den Kulturen des Pilzstammes I, der Gluconsdure 
bildet, beobachtet man in Gegenwart von Zink eine Verringerung der 
Saureanhaéufung, in den Kulturen des Pilzstammes VII aber, der 
Citronensiure produziert, sehen wir zugleich mit dem Wachstum der 
Pilzdecke eine starke Zunahme des Aziditatsgrades der Kulturfliissigkeit. 
Diese Beobachtungen bestatigen, daB bei verschiedenen Staémmen des 
Pilzes Aspergillus niger ein spezifisches Verhalten bei Gegenwart von 
Zinksulfat im Nahrmedium zutage tritt: das Zinksulfat wirkt auf das 
Wachstum des Pilzes und somit auch auf Bildung und Verbrauch der 
Glucon- und der Citronensiure. Die Anhdufung der Citronensdure in 
Kulturen mit Zink bildet ein charakteristisches Merkzeichen der Citronen- 


sdure bildenden Pilzstamme. 


Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse. 


1. Unsere Untersuchungen bestatigen die Annahme, da} Citronen- 
siure und Gluconsdure charakteristische Stoffwechselprodukte zur 
Kennzeichnung der verschiedenen Stémme von Aspergillus niger in 
biochemischer Hinsicht darstellen. Die Annahme, da es hinsichtlich 
ihres Saurebildungsvermégens keine verschiedenen Staémme von Asper- 
gillus niger gibt, eine Annahme, die darauf basiert, da es unméglich 
ist, eine bestimmte Grenze in der biochemischen Aktivitaét des Pilzes 
dieser Stamme zu ziehen, widerspricht den experimentellen Angaben. 
Unsere Untersuchungen zeigen das Vorhandensein einer spezifischen 
Wirkung von Zink auf den Stoffwechsel, bei einem sehr weiten 
Schwankungsbereich der Aktivitaét der einzelnen Stémme hinsichtlich 
ihres Saurebildungsvermégens. 

2. Das Verhalten der Gluconséiure und Citronensdure bildenden 
Stimme zu ZnSO, erméglicht eine neue Charakteristik der Aspergillus- 
formen. Bei einigen Aspergillusstammen konnte man_ feststellen, 
daB Zugabe von Zinksulfat (0,01°,) eine gesteigerte Anhaufung der 
Citronensdure in Kulturen auf Zucker herbeifiihrt: bei den anderen 
Stémmen ist dies wiederum nicht zu beobachten. Mehrjahrige Ver- 
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suche haben gelehrt, daB bei drei der sieben untersuchten Pilzstimme 
die auf Zucker Gluconséure bilden, oder zugleich mit dieser auch be 
trachtliche Mengen Citronenséiure anhaufen, in Kulturen mit Zink 
eine starke Abnahme der Saéuremengen erfolgt. Bei Pilzstémmen 
welche vorzugsweise Citronensdure bilden, ohne merkliche Anhaufung 
von Sauren, die wasserlésliche Calciumsalze liefern, fand man in deren 
Kulturen in Gegenwart von Zink mehr Citronensaure, als in jenen ohne 
Zusatz von Zinksulfat. Bei anderen Pilzstémmen, die sich durch kein 


starkes Vermégen zur Anhaufung gréBerer Sauremengen auszeichnen, 
kann der EinfluB des ZnSO, auf den Stoffwechsel an ihrer Fahigkeit 
zur Zuckeraufnahme und an ihrer Atmungsenergie festgestellt werden. 
Wir beabsichtigen in den nachstfolgenden Mitteilungen die Wirkung 
von ZnSO, auf Stoffwechsel, Saurebildung und den Atmungsprozel; 


einiger Schimmelpilzarten in Zuckerkulturen eingehender zu __ be- 
sprechen. 


Zum SchluB méchten wir dem Wirklichen Mitglied des Instituts, Prof. 
Dr. Schaposchnikow, an dieser Stelle unseren Dank aussprechen fiir das 
giitige Entgegenkommen, das es uns bei diesen Untersuchungen zuteil 
werden lieB. 
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Beitrag zur Kenntnis des Kartoffeleiweibes bei gesunden Knollen. 
Von 
Hugo Kaho. 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Laboratorium des botanischen Instituts 
der Universitat Tartu, Estland.) 


(Eingegangen am 26. Marz 1935.) 


Interesse bietet die Frage. ob das Verhalten des Kartoffeleiweibes 
gegen Salze gewisse charakteristische Abweichungen aufweist, die als 
biochemische Merkmale verschiedener Sorten dienen kénnten. Kartoffel- 
eiweiB ist im Zellisaft der Knollen gelést, besteht hauptsachlich aus 
Tuberin, einem Pflanzenglobulin, und kann leicht mit Wasser extrahiert 
werden. 

Versuche, 

Die Versuche wurden mit wasserigen Ausziigen der Knollen an- 
gestellt. 15 bis 30 g Knollengewebe wurden mit 15 bis 30 ccm Wasser 
extrahiert. Beim Extrahieren wurden keine Reagenzien angewandt, 
da bei Einwirkung letzterer das EiweiB seine kolloiden Eigenschaften 
verandern kann. 

Aus diesem Grunde war es schwer, aus dem Prebsaft das Eiweif} in 
reinem Zustande zu isolieren. Verschiedene Begleitstoffe, die im Extrakt 
in kleinen Mengen vorhanden waren, beeinflussen, wie die Versuche 
zeigen, das Verhalten des EiweiBes gegen Salze bei der innegehaltenen 
Versuchsanordnung sehr wenig, bei denen hohe Salzkonzentrationen in 
Betracht kamen. Von den Begleitstoffen! sind nur wenige Elektrolyte 
(der Zellsaft der Kartoffelknollen ist praktisch neutral), die weit gréBere 
Menge besteht aus Nichtelektrolvten, und gegen diese verhalt sich das 
KiweiB indifferent. Auch sind die Begleitstoffe bei allen Versuchen 
ungefahr dieselben. 

Obwohl wir es mit einem Gemisch verschiedener Stoffe zu tun 
haben, scheint darin das Verhalten des Tuberins gegen Salze den Aus- 
schlag zu geben. Beim Ausziehen mit Wasser werden nur die im Zellsaft 
der Knollen gelésten Stoffe extrahiert. Die EiweiBstoffe des Proto- 


plasmas sind nach Lepeschkins Untersuchungen (1923, 1924, 1926) in 
Wasser unléslich. Unsere Versuche beziehen sich somit auf geldstes 
ReserveeiweiB der Kartoffelknollen. 

Wie sich ergab, wird dieses EiweiB durch die Salze der Alkalien 
sehr schwer gefallt. Aussalzung gelingt nur bei sehr hohen Konzen- 
trationen (bis 6n bzw. bis zur Sattigung der Lésung). Dabei wird das 


1 Die Knollenstarke wird durch das Filtrieren des PreBsaftes vollstandig 


abgesondert. 
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KiweiB von K-Salzen (Rhodaniden, Chloriden und Jodiden) gefallt 
Nitrate und Sulfate fallen es nicht. Die Erdalkalisalze koagulieren 
es bedeutend leichter (bei Normalitat 1 bis 1,5 n), so Ca-Rhodanid, 
Ca-Bromid, Ca-Acetat, Ca-Nitrat und Ca-Chlorid. 

Ferner wurde die Wirkung der Salze mit der Hitzekoagulation des 
Kiweibes kombiniert. Zu diesem Zwecke wurden 2 ccm Auszug mit 
2 ccm n Salz-Loésung versetzt und bis zum Kochen erhitzt. Bei der Sorte 
., Vaercker” wird die Hitzegerinnung des Proteins bei diesen Bedingungen 
durch die Salze wie folgt gefordert: 

K-Salze von: CNS > J > NO, > Acetat > Cl > SO,, Tartrat. 
Na-Salze von: CNS, J > NO, > Cl, Tartrat > SO,, Citrat. 

Nach dem Zentrifugieren des Niederschlags war die Sedimenthéh 
bei den ersten Gliedern dieser Reihe (CNS, J) 7 bis 8mm, bei dei 
mittleren weniger, bei den letzten (SO,, Tartrat, Citrat) 2 bis 3mm. 

Das Zentrifugieren wurde mit einer Handzentrifuge bei 30 gleich 
maBigen Kurbelumdrehungen ausgefiihrt. Die Sedimenthéhe ist fiir die 
iiblichen konischen Probeglaser angegeben. 

Bei der Sorte ,,Allerfriheste Gelbe beeinflussen die NH,-Salze die 
Hitzegerinnung des EiweiBes wie folgt: 

CNS > NO, > Cl, SO, > Acetat > Dicitrat 
7,5* 7 6 6 4,5 4 

Die Kationen der Chloride férdern die Hitzekoagulation des 
., Maercker’*-EiweiBes in folgender Weise: Rb, K, Na << Li< Mg < Ca, 
Sr, Ba: die zweiwertigen Kationen haben eine gréBere Kolloidaktivitat. 
Andere Versuche ergaben, dal Na+ etwas starker wirkt als K+. Von den 
Alkalikationen hat das Lit die gréBte Fallungskraft, von den zwei- 
wertigen Kationen bildet das Mg++ einen Ubergang von den einwertigen 
zu den zweiwertigen Kationen. 

Die umgekehrten lyotropen Anionenrethen zeigen, dap Kartoffelerwei 
ein sogenanntes Sdureeiweif (positives Eiweif) ist (Pauli, 1902, 1920: 
Pauli und Handowsky, 1909). Dieses wird auch dadurch bewiesen, dal 
beim Versetzen des Extraktes mit etwas Lauge das EiweiB leicht um- 
geladen wird. 

Kaliumsalze. 2 cem Auszug + 2 cem n Salz-Lésung; der Auszug ent- 
halt noch 0,02 n NaOH. 

CNS, J, NO,, Cl, Acetat, SO,, Tartrat 
0 o 6 5 9 9 10 


(Die Héhe des Sediments in mm nach dem Zentrifugieren.) 


* Die Zahlen bedeuten die Héhe des Niederschlags nach dem Zentri- 
fugieren. 
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Wie dieser Versuch zeigt, kehrt sich die Anionenreihe im alkalischen 
Gebiet um, eine Tatsache, die aus der Chemie der EiweiBkérper gut 
bekannt ist (Hdber, 1926, Bechhold, 1929). Diese und eine Reihe ahn- 
licher Versuche lehren iibereinstimmend, daB das ReserveeiweiB der 
Kartoffelknollen ein positives Protein, eine Verbindung des Eiweibes 
mit einer Saure (vermutlich Oxalsdure) ist. 

Die feineren Unterschiede des kolloiden Zustandes der Eiweib- 
kérper verschiedener Kartoffelsorten konnten mit dieser Methode nicht 
ermittelt werden. 

Um dies zu erméglichen, wurde der EinfluB der Salze auf die Hitze- 
koagulationstemperatur des Eiweibes gepriift. Die Versuchsanordnung 
stammt von Pauli (1899). 

In ein mit einem Gasbrenner erwarmtes Bad (500 ccm) tauchte ein 
Probeglas mit der EiweiBlésung. Die Temperatur wurde mit einem in 
0,1° geteilten Thermometer gemessen. Der Hitzekoagulationspunkt wurde 
bis zu einer bestimmten Triibungsstufe der Lésung festgesetzt. Diese 
wurde durch das Verschwinden einer gut belichteten Schriftprobe hinter 
der undurchsichtig gewordenen EiweiBlésung ermittelt. Der Anstieg der 
Temperatur des Wassers in der Wanne ging gleichmaBig vor sich und 
dauerte etwa 7,5 Minuten, bis 70° erreicht wurden. 

In der nachstehenden Tabelle 1 sind die Hitzegerinnungstempera- 
turen des Eiwciles verschiedener Kartoffelsorten zusammengestellt. 

Jede Temperaturangabe der Tabelle I ist ein Mittelwert aus drei 
Messungen. 

Tabelle I. 1lcem Auszug + 2cem nSalz. Die Zahlen sind Gerinnungs- 
temperaturen in 0° C, 





Anion 

Kartoffelsorte || Ohne Salz Kation 7 
CNS J Acetat | NO, Tartrat Cl SU, 
Majestic . . . 73,8 Na — 668) — (691) - 70,6 72,5 
Reichskanzler { gerinnt nicht Na — 740 — 76,0 — 76,1 76,2 
* | beim Kochen NH, 71,9 — — 72,0; — | 72,9 73,7 
Viaike verev . 75,2 K 66,1 68,0 68,2 684) 69,5 69.6 71.6 
e . — Na 66,7 65,8 67,5 68,1) 69,4 |69.4 73,4 
Imperator . 71,2 Na — |61,9' — | 67,6 69,9 71,9 
Early rose . . 86.5 Na — 723° - 74,2; — | 74,5 75,1 
Majestic . .. - Ca | 51,3} - - 56,7 61,7 - 
9 oe —_— Mg — 64,2 _ 66.0 68.6 


Aus der 'abelle I ist zu ersehen, daB alle Salze die Hitzekoagulation 
des Kartoffelproteins nach der umgekehrten lyotropen Reihenfolge: 
CNS, J > NO, > Cl > SO,, fordern. Die Wirkung der Anionen ist bei 
den Alkalisalzen im allgemeinen ausgepragter als die der Kationen. Die 
Erdalkalikationen besitzen eine viel gréBere Aktivitat als die einwertigen 
Kationen. 

16 
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Auf Zusatz aller Ca-Salzlésungen trat mit dem EiweiB eine schwache 
durchsichtige Triibung ein, die beim Erwarmen undurchsichtig wurde. 


Die Gerinnungstemperaturen lassen uns bei verschiedenen Kartoffel- 
sorten ziemlich deutliche Individualitét erkennen. Dieses erklirt sich 
durch verschiedene lonisierung des KartoffeleiweiBes als Saureprotein. 
Der Ionisationsgrad scheint bei derselben Sorte, abgesehen von kleineren 
Schwankungen, ziemlich konstant zu sein, bei verschiedenen Sorten ist 
er aber individuell verschieden. Bekanntlich sind die KiweiBionen 
hvdratisiert, und mit zunehmender Ionenbildung wachst die Hydrata- 
tion der Eiweibteilchen. Dieses zeigt sich in der gréBeren Resistenz 
gegeniiber dehydratisierenden Zustandsinderungen. Die Koagulations- 
temperatur des EiweiBes (ohne Salz) ist bei verschiedenen Kartoftel- 


sorten recht ungleich: bei .,. Imperator’* = 71,2°, bei ,,Majestic’’ = 73,89, 
bei ,,Vaike verev™ 75,2°, bei ,,Early rose“ 86,5°, bei ,,Reichs- 


kanzler* bleibt die Gerinuung beim Kochen tiberhaupt aus. 

Bei Ermittlung der Koagulationstemperatur ohne Salz wurde dem 
Auszug so viel dest. Wasser hinzugefiigt, als in den Salzversuchen das 
Volumen der Salzlésung betrug. 

Eine héhere Koagulationstemperatur bzw. Ausbleiben der Hitze- 
gerinnung weist auf eine starkere Ionisierung des Kartoffelproteins hin. 
Es ist nicht zufallig, daB das KiweibB einer Sorte bei héherer 'Temperatur 
gerinnt als das einer anderen. Abgesehen von kleineren Schwankungen 
ist die durchschnittliche Koagulationstemperatur ein sorteneigenes 
Merkmal. Infolgedessen zeigt die Beeinflussung der Hitzegerinnung 
durch Salze bei verschiedenen Sorten gewisse charakteristische Ab- 
weichungen. Bei Sorten, deren Eiweif eine héhere Koagulations- 
temperatur besitzt (oder welches beim Kochen nicht gerinnt), wird 
das Protein durch Salze weniger beeinfluBt als das Kartoffelprotein mit 
einer niedrigeren Gerinnungstemperatur. Bei den ersteren sind die 
Unterschiede zwischen den Anionenwirkungen der Salze klein. Dieses 
sehen wir aus der Differenz der Gerinnungstemperaturen zwischen den 
Kndgliedern der lyotropen Reihe, z. B. NaJ und Na,SQ,. 


Tabelle Il. KT. = Koagulationstemperatur. 





Differenz der K. T. 


K. T. normal K. T. + NaJ 0,660. | Na, SO, und NaJ 
Reichskanzler. . .... > 100° 74,0° 2,2° 
eee re. ce 86,5 72,3 2,8 
VEIRO VORON ae 75,2 65,8 7,6 
Oe ie er 73,8 66,8 6,0 
Pmperator . 4... + 71,2 61,9 10,0 


NaJ ist dem KartoffeleiweiB gegeniiber eines der am energischsten 
wirkenden Alkalisalze und setzt die Gerinnungstemperatur stark herab. 
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Hie Wirkung ist sehr charakteristisch fiir dieses Salz. In Fallen, wo die 
Koagulationstemperatur normal hoch ist, oder die Hitzegerinnung 
nfolge der starkeren lonisierung des Eiweibes ausbleibt (z. B. bei 
nl Reichskanzler*'), beeinflussen alle Na-Salze die Hitzekoagulation fast 
in gleicher Weise. Die Differenz zwischen den Koagulationstemperaturen 


n der Endglieder der lyvotropen Reihen (NaJ und Na,SQ,) ist’ klein 
t 2,2"), alle Na-Salze dieser Reihe haben fast dieselbe Wirkung, wobei 
n sie die Gerinnungstemperatur verhaltnismaBig wenig herabsetzen. 


- Bei wenig ionisiertem KartoffeleiweiB (z. B. bei ,, Imperator’, siehe 'lTa- 


z belle I1) ist die normale Koagulationstemperatur ziemlich niedrig und 
- die Wirkung des NaJ bedeutend stirker (Koagulationstemperatur um 


|. etwa 12° niedriger). Die Differenz der Wirkungen von NagSO, und NaJ 
hetragt 10°, wobei die Abstufung der Wirkungen einzelner Salze deut- 





> licher hervortritt. 

Bei den Alkalisalzen gelingt es, eine Umkehrung in der Reihenfolge 
a (Umladung des KiweiBes) in alkalischer Lésung zu erzielen. 
Ss 


Tabelle Ill. Salze 0,66 n. 





NaJ NaNO; NaCl Nas SO, 
- ; 
iT ,lmperator“ (ohne Lauge) ... . 61,7° 67,5° 70,3° 12,0¢° 
n . +0,04n/NaOH ... 79,7 76,9 74,1 70,2 
‘S 


Die Tabelle II] zeigt eine solehe Umkehrung der Anionenreihe: 
yr 
J >NO, > Cl > SO,. Bei Mg- und Ca-Salzen wird durch Lauge keine 


4 Umkehrung der Anionenreihen erreicht. 

. Das KartoffeleiweiB ist gegen Lauge sehr empfindlich. Wenn im 

Auszuge die Konzentration von NaOH 0,002 n und hoher ist, so bleibt 

‘a die Hitzegerinnung [AlkalieiweiB, Pauli und Handowsky (1910)} in 

“4 Fallen aus, wo sie normal eintritt, und die EKiweiblésung bleibt beim 

. Kochen wasserklar. Die Hitzegerinnung erfolgt wieder, wenn der 

1 NaOH-Gehalt in der Lésung unter n/1000 ist. Die Koagulations- 
temperatur wird durch die Salze noch bei etwa 0,00025 n beeinfluBt, 
falls sie héher als normal ist. 

T. Literatur. 
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Uber den Zustand des Glykogens im Muskel. 
V. Mitteilung: 
Untersuchungen iiber Polysaccharoproteide. 


Von 
Edmund M. Mystkowski. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau. 


(Eingegangen am 18. April 1935.) 


Die mit reinen Stoffen ausgefiihrten Versuche von v. Przylecki und 


Majmin' zeigten, daB zwischen den zwei globulinartigen Muske! 
proteinen — Myosin und Globulin X und verschiedenen Poly 
sacchariden Starke, Glykogen und Dextrin eine groBe Affinitat 
besteht. In diesen Arbeiten wurde nachgewiesen, daf dann keine 
Anderungen in dem Verhaltnis freie/gebundene Polysaccharide eintreten, 


wenn man das py von 5,0 auf 7,0 oder 9,0 andert und dann wieder auf das 
Anfangs-pu einstellt. Es wurde auch in der zweiten Abhandlung 
dieser Serie? nachgewiesen, daB es zwei Arten von Myosinsymplexen 
mit Polysacchariden gibt. Der eine Symplex ist irreversibel und von de1 
Verdiinnung unabhangig, der zweite reversibel und gehorcht dem 
Massenwirkungsgesetz. 

In dieser Arbeit wollen wir versuchen, auf den durch v. Przylecki 
und Majmin ermittelten Tatsachen fuBend, den Zustand des Gly- 
kogens im Muskel zu analysieren. Dank den eleganten Analysen de1 
Muskelproteine von Edsall?, Muralt*, besonders aber von H. H. Weber 
und seinen Mitarbeitern®, kann das ganze Problem nicht nur organisch- 
chemisch, sondern auch mindestens teilweise histologisch interessant sein 

Die Behandlung des Materials sollte méglichst den physiologische 
Bedingungen entsprechen; zu diesem Zweck wurde immer in physio 
logischer Lésung gearbeitet. Das konnte leider nur teilweise erreicht 
werden. Um Myosin zu lésen, muBte der Muskelbrei kurze Zeit unter 
halb 0° leicht alkalisiert und wieder auf px 7,0 zur Myosinfallung ge 
bracht werden. Die Globulinfraktion muBte leicht angesiuert werden 
(pu 5,8 bis 6,0). Durch mehrmaliges Ausziehen versuchten wir das 
Glykogen vollstiéndig in Lésung zu bringen. Extraktionsversuche mit 
verschiedenen Fliissigkeitsvolumina dienten zur Bestimmung de: 
Reversibilitat der Verbindungen. 


1 vy. Przyleckiu. R. Majmin, diese Zeitschr. 273, 262, 1934. — * Dieselben, 


ebenda 277, 1, 1935. 3 J. 7. Edsall, J. of biol. Chem. 89, 289, 1930. 
44.1. Muraltu.J. T. Edsall, ebenda 89, 315 u. 351, 1930. — > H. H. Weber, 
Ergebn. d. Physiol. 36, 123, 1934. 
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Uber den Zustand des Glykogens im Muskel. V. 


Methodik. 


Die Hinterbeine eines getéteten und auf Eis gelegten Kaninchens 
vurden wahrend 30 bis 45 Minuten mit 3 bis 4 Liter 0,9°%iger NaCl-Lésung 
von 5 bis 10° ausgewaschen. Die vorsichtig auspraparierten Muskeln 
wurden sofort in fliissige Luft geworfen. Ein Teil davon, etwa 50 g, 
mit 100 bis 200cem einer Lésung von NaHCO, + KCl versetzt, wurde 
durch eine Fleischmaschine getrieben. Das py der Lésung betrug 8,8 bis 9,0. 
Der Brei wurde wahrend 10 bis 20 Minuten auf der Maschine geschiittelt 
und dann zentrifugiert. Man dekantiert die tiberstehende Fliissigkeit und 
versetzt den Riickstand nochmals mit NaHCO, + KClI-Lésung (100 bis 
200 cem). Dann wurde nochmals geschiittelt und diese Operationen zehnmal 
wiederholt. Die Konzentration von NaHCO, + KCl-Lésung wie auch das 
Volumen der zum Auswaschen benutzten Fliissigkeitsmenge war bei ver- 
schiedenen Versuchen ungleich. Die Portionen | bis 5 und 6 bis 10 wurden 
getrennt zusammengebracht. Die so erhaltenen Lésungen wurden mit HCl 
auf pu 6,9 bis 7,0 gebracht. Es entstand ein Niederschlag — die Myosin- 
fraktion , die durch Zentrifugieren abgetrennt wurde. Die Fliissigkeit 
wurde dann auf py 5,5 gebracht, um die Globulin X-Fraktion auszufallen. 
Auf diese Weise wurde der fliissige Anteil in drei Fraktionen geteilt, und 
zwar: das Myosin, das Globulin X und die restierende Fliissigkeit, die noch 
einen Teil des nicht ausgefallenen Globulins X und die Gesamtmenge des 
Myogens enthalt. AuBer der Losung wurde auch das nicht geléste Stroma 
analysiert. Die Bestimmung des Glykogens geschah getrennt in folgenden 
Fraktionen: in dem Myosinniederschlag, der in 5° iger NaOH gelést wurde, 
in dem auf die gleiche Weise gelésten Globulin X, in dem Stroma, das in 
15% iger NaOH aufgenommen wurde und in dem restierenden fliissigen Anteil. 
In jeder Fraktion wurde auch N, (Mikro-Ajeldahl) bestimmt. 


Ergebnisse. 


Die folgenden Tabellen stellen das Ergebnis unserer an_ sechs 
Kaninchen und einem Hund ausgefiihrten Versuche dar. 


Besprechung. 

Die erhaltenen Resultate kénnen als der erste Versuch zur Er- 
mittlung der Verteilung des Muskelglykogens in Myosin, Globulin X, 
Stroma und dem léslichen Anteil angesehen werden. Wao4lstdtter und 
Rohdewald! befaBten sich mit dem Problem der Existenz und des Ver- 
haltnisses zwischen Lyo- und Desmoglykogen. Die Versuche von 
v. Przyteckiund Majmin (l.c.) sollten das Problem naher erliutern, wurden 
aber mit unbiologischen Symplexen ausgefiihrt. Die in dieser Arbeit er- 
haltenen Resultate bestatigen die Annahmen von W illstatter und Rohdewald 
wie auch von v. Przylecki und Majmin. Sie kénnen in folgender Weise 
zusammengefabt werden: Es existiert ein Gleichgewicht zwischen ge- 
léstem, freiem und an Protein gebundenem Glykogen. Die Menge des 
freien Glykogens ist durch unsere Versuche noch nicht ermittelt; wir 


wissen namlich nicht, ob das Myogen sich mit Glykogen ,verbindet. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 225, 103, 1934. 
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Uber den Zustand des Glykogens im 


Dies ist zwar nach den Untersuchungen von 
v. Przylecki unwahrscheinlich, da keine Al- 
bumine oberhalb des isoelektrischen Punktes 
Bindungen mit Polysacchariden eingehen. 
Der fliissige Teil enthalt in unseren Ver- 
suchen gewil wechselnde Mengen von Glo- 
bulin X. Die im Filtrat gefundene Glykogen- 
menge kann deswegen nicht als freies 
Glvkogen betrachtet werden. AuBerdem 
wird die Menge des Lyo-Glykogens durch 
das Verdiinnen stark vergréBert. Der fliissige 
Anteil enthalt sehr verschiedene Anteile 
vom Gesamtglykogen des Muskels. Der Be- 
trag variiert zwischen 42 und 78,3°%. Er 
ist stark von der Menge der Waschfliissigkeit 
abhangig. 

Das ausgefallene Globulin X ist ein 
Protein, dessen Affinitat zu Polysacchariden 
schon durch v. Przytecki und Majmin beob- 
achtet wurde. In unseren Versuchen ent- 
halt das ausgefallte Globulin X nur einen 
geringen Prozentsatz des im Muskel vor- 
handenen Glykogens; er schwankt zwischen 
3.8 bis 8,5°% und iiberschreitet nie 10°. 
Der Globulin X-Niederschlag enthalt ver- 
schiedene Mengen Glykogen, so daB das 
Verhaltnis von Protein Glykogen wechseit. 
Das Glykogen bildet 1,8 bis 26,3°, der Aus- 
fallung. Wenn wir noch in Betracht ziehen, 
daB sich im Muskel nicht die ganze Globulin 
X-Menge im Gelzustande befindet und daB 
noch nicht erwiesen ist, ob Globulinsol mit 
Glykogen in Bindung tritt, so kann man an- 
nehmen, daB der EinfluB dieses Proteins 
auf den Glykogenzustand im Muskel nicht 
allzu groB ist. Eine viel gréBere Rolle 
spielt das Myosin. Die an dieses Protein ge- 
bundene Menge des Gesamtglykogens vari- 
iert zwischen 4,7 und 23°,. Das Glykogen 
aber bildet einen sehr geringen Anteil der 
Myosinfallung. Das in dem Myosinnieder- 


schlag gefundene Glykogen betragt 1,9 bis 
9,2°, des Niederschlags. V. Przylecki und 


Tabelle 


rozente des an verschiedenen EiweiBfraktionen gebundenen Gesamtglykogens. 





des Versuchs: 


Nr 


Glykogen 


N 


Glykogen 


Glykogen 


Glykogen 





Kiweibniederschlage + Stroma 


Summe 
Zentrifugat 


Myosin 
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Tabelle IV. Versuche mit Hundemuskeln. Verteilung des 
Glykogens in den einzelnen Eiwei®Bfraktionen. 





1 2 3 


Niederschlag Zentrifugat Summe 
“ des : 

Verhaltnis ; ’ Glvko- ‘ogens im 

Glykogen N Glykogen gens Nieder- 


— ; y sehlag 
mg mg Eiweif mg mg 1+2 


0), des Gly- 


N Glykogen 


40,9 60,1 31,6 
26,7 37,2 28,2 
20,7 32,3 35,7 
18,2 29.4 38.0 


hm CO 

bore Ole bo 

IO ™I LO DO LO 
2 Oo 


BO 6 6 6. 50 ee 19,2 
ROL. yee « ee 10,5 
NaHCO, . . . | 27,4 11,6 
NaHCO; .. . | 23,4 11,2 
NaHCO,;... 141. 108 19,5 30,3 35,6 


1. NaHCO,+KCl 171,6 26,0 ; 3 486 696 | 373 
_NaHCO,+KCl 552 12.6 1084 238 364 | 346 
NaHC0,+KCl 428 11,5 J 791 158 273 421 
NaHCO,+KCl 43,9 15,2 5, 55,1 188 340 | 44,7 


“10D tO J 


=\5 
= 


Majmin (1. ¢.) bekamen bei ihren Versuchsbedingungen Fallungen, 
die bis 40°, Polysaccharid enthielten; diese wurden aber bei Kon- 


zentrationen von 1 bis 3° Polysaccharid erhalten. In den_ hier 
beschriebenen Experimenten ist dagegen die Glykogenkonzentration 
geringer als 0,1°,. Beireversiblen Symplexen sind so geringe prozentuale 
Glykogenanteile im Niederschlag verstaindlich. Im Muskel, wo die 


Glykogenkonzentration viel gréBer ist und meistens etwa 1°, be- 
tragt, ist dieses Verhaltnis wahrscheinlich stark nach rechts verschoben. 
So sind die von uns erhaltenen Werte fiir das an Myosin gebundene 
Glykogen gewiB zu klein. Es ist interessant, daB getrocknetes Myosin 
stets noch bis 4,5°, Glykogen enthalt. 

Das Stroma ist eine Mischung von StromaeiweiB und dem noch 
nicht in Lésung gebrachten Myosin. Das in diesem Teil vorhandene 
Glykogen ist nicht einheitlich. Ein Teil davon kann noch als freies, 
nicht in die Extrakte diffundiertes Glykogen zugegen sein, der andere 
ist jedoch an den Rest des Myosins gebunden. Wenn wir aber mit 
Weber annehmen, daB nach 10maligem Auswaschen fast die ganze 
Globulin X- und Myogen-Menge ausgewaschen wird, so ist zu folgern, 
daB auch das native Lyoglykogen in Lésung geht. Die Menge des im 
Stroma gebliebenen Myosins ist wahrscheinlich auch nicht groB. Im 
Stroma wurden 11,7 bis 26°, des Gesamtglykogens gefunden. Wir haben 
die Berechnungen des Verhaltnisses des Glykogens zum Stromaeiweil 
unterlassen, weil in diesem Falle sich die N-Werte nicht auf einen ein- 
heitlichen Koérper beziehen. 

Die an Hundemuskeln ausgefiihrten Versuche beweisen, daB die vor- 
erst als Mittelwerte aus 10 Auswaschungen angegebenen Zahlen weit von 
den in einzelnen Ausziigen herrschenden Verhaltnissen entfernt sind. 
Die mit KCl erhaltenen Ausziige zeigen eine Abnahme der Proteinmenge 
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m zweiten Auszug. Der Glykogengehalt des Niederschlags  steigt 
vleichzeitig. Im NaHCO,-Auszug entsteht ein neuer Symplex, das 
(:lykogeno-myosin. Auch hier ist in weiteren Ausziigen weniger Myosin 
vorhanden. Der Niederschlag dagegen wird immer reicher an Glykogen, 
dessen Gehalt von 7,0 bis 12,2°, ansteigt. In den Ausziigen mit 
NaHCO, + KCl nimmt die Menge des léslichen Myosins zu, und obwohl 
uch die Glykogenmenge vergr6éBert wird, fallt der Glykogengehalt im 
Niederschlag ab, weil die Zunahme des léslichen Myosins die des Gly- 
kogens stark tiberwiegt. Desmoglykogen variiert zwischen 28,2 und 
44,7°% des Gesamtglykogens. Diese Zahlen steigen bei der VergréBerung 


der Myosinkonzentration an. Jedenfalls enthalten die myosinent- 


haltenden Ausziige viel mehr Desmoglykogen als die, welche nur Globu- 
lin XNenthalten. Die Mittelwerte der ersten betragen fiir NaHCO, + KCl- 
Ausziige 40%, fiir KCl-Ausziige 30%. 

Diese Resultate beweisen, daB die in unserer Arbeit erhaltenen 
Resultate doch kein vollstandiges Bild vom Zustand des Glykogens im 
Muskel zu geben vermégen, und dies aus folgenden Griimnden: der 
Zustand des Myosins ist weit entfernt von dem im Muskel. Es besteht 
hier keine parallele Anlagerung der Fibrillen, wie sie Weber fiir intakte 
Muskeln angenommen hat. Das Myosin ist eher stark koaguliert, und 
demzufolge kann das Glykogen viel leichter hinein- und hinausdiffun- 
dieren. Auch der Zustand des Globulin X ist bei px 5,8 ein anderer, und 
zwar ist die Dispersion stark vermindert. Durch Verdiinnen ist die 
Konzentration des Glykogens im System etwa l0fach verringert. Durch 
das Alkalisieren ist das natiirliche, symplexe Glykogenomyosin verandert 
und vielleicht aus der stabilen, in eine labilere Form iibergefiihrt. 

Wenn wir aber alles in Betracht ziehen, kénnen wir uns ein an- 
genahertes Bild von den Verhaltnissen machen, die in den Muskeln 
herrschen. Das Muskelglykogen ist gewiB nicht nur in einem Zustande 
vorhanden. Ein Teil, und zwar nicht der geringste, ist an das Myosin 
gebunden. Auch das Stroma enthalt stets Glykogen. Seine Rolle ist 
wegen des noch immer anwesenden Myosins schwer abzuschatzen. Das 
Globulin X spielt, obwohl es auch Glykogen bindet, hier keine allzu 
groBe Rolle. Das Lyoglykogen bildet bei geringeren Verdiinnungen 
etwa 40 bis 45°, des Gesamtglykogens. Diese Zahl ist aber wegen der 
unvollstandigen Myosin- und Globulin X-Ausfallung wahrscheinlich 
viel zu groB. Somit ist die Existenz von gewissen Polysaccharid- 
KiweiB-Symplexen, besonders Glykogenomyosin im Muskel, nach- 
gewiesen. Weitere Untersuchungen tiber diese Symplexe und_ ihre 
physiologische Rolle werden Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 


Herrn Professor v. Przyfecki danke ich fiir das Thema und fiir seine Hilfe. 





Herstellung und Eigenschaften von Trockenpriparaten 
der Glyoxalase. 
Von 
P. G. Efendi, J. 0. Girgavieius und A. P. Ryzhowa. 
(Aus dem Bach-Institut fiir Biochemie des Volkskommissariats fiir Gesund 
heitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 29, Mdrz 1935.) 


Im Laufe unserer Untersuchungen iiber Eigenschaften des Ferments 
Glyoxalase fanden wir es wiinschenswert, mit einem 'Trockenpraparat 
des Ferments arbeiten zu kénnen. DaB Glyoxalase in Form von einiger- 
maBen aktiven Trockenpraparaten erhalten werden kann, ist, wa, 
Pflanzen- und Bakterienmaterial anbetrifft, durch Arbeiten der Newberg 
schen Schule bekannt (z. B. Newberg und Gorr, Mayer, Neuberg und 
Simon). Unsere Arbeit bezieht sich nur aut tierische, genauer Leber- 
Glyoxalase. Die Méglichkeit, gereinigte Praparate tierischer Glyoxalas: 
zu erhalten, erwaihnt schon Newberg in seiner bekannten ersten Arbeit 
iiber Ketonaldehydmutase; des weiteren ist dann neuerdings diese 
Frage von Sakuma behandelt worden. Durch Alkohol- und Ather- 
behandlung von Leberbrei erhielt er Trockenpraparate, aus denen durch 
Extraktion mit Wasser aktive Fermentausziige erhalten werden konnten 
Da zur Zeit von Sakumas Arbeit die spiter von Lohmann entdeckte Co 
Glyoxalasefunktion des reduzierten Glutathions noch nicht bekannt war, 
sind seine Ergebnisse einer gewissen Revision bediirftig. So kénnte, z. B. 
die Alkoholempfindlichkeit des Ferments, die Sakuma hervorhebt und 
derentwegen er sehr kurzwaihrende Alkoholbehandlung empfiehlt 
durch die Léslichkeit des Glutathions in dem durch Gewebewasse1 
verdiinnten Alkohol bedingt sein. Andererseits ist es besonders 
winschenswert, glutathionfreie Trockenpraparate in Handen zu haben 
was eine genauere Festlegung der Reaktionsbedingungen erlaubt. Wi 
entschlossen uns daher, die Frage der Herstellung von Glyoxalase- 
trockenpraparaten etwas genauer zu untersuchen. 

Da ein ganzliches Auswaschen des im Leberbrei vorhandenen 
Glutathions, etwa durch verdiinnten Alkohol, aussichtslos erscheint, 
hielten wir nur einen anderen Weg fiir gangbar, namlich Niederschlagen 
des Ferments aus wiasserigen Extrakten. Dabei stiitzten wir uns auf die 
Angaben von Lohmann, der eine Vorreinigung von Glyoxalase ent 
haltenden Gewebeextrakten mittels Acetatpuffer (py 4) beschreibt, bei 
der ein wesentlicher Teil der EiweiBstoffe niedergeschlagen wird, ohn: 
viel Ferment mitzureiBen. Wir haben in einer fritheren Arbeit di 
Tatsache festgestellt, daB derartig ,,enteiweibte’ Extrakte oft soga: 
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eine héhere Fermentwirksamkeit zeigen als der unbehandelte Leber- 
extrakt trotz etwa 20°, iger Verdiinnung. Lohmann erwahnt auch 
die Moéglichkeit, aus solchen Fermentlésungen wirksame Trocken- 
praparate durch Alkohol- oder Acetonbehandlung zu erhalten. Da die 
umfangreichen wisserigen Extrakte aus gréBeren Lebermengen zum 
Niederschlagen des Ferments groBe Mengen an Alkohol oder Aceton 
brauchen und, abgesehen vom Materialverbrauch, schwer zu_bear- 
beitende Fliissigkeitsmengen geben, haben wir auch versucht, Leberbrei 
direkt zu trocknen (wie Sakuma), danach zu extrahieren und den 
wasserigen Extrakt zu fallen. Doch sind zur einigermaben griindlichen 
Extraktion des stark schwellenden Leberpulvers wieder recht groBe 
Fliissigkeitsmengen nétig, so daB diese Arbeitsweise keinen besonderen 
Vorteil gab — jedenfalls bei mabigen Mengen an Lebersubstanz. 

Behandlung mit Aceton oder mit Alkohol und Ather fiihrte zu 
ziemlich den gleichen Ergebnissen. Eine besondere Empfindlichkeit 
des Ferments gegeniiber Alkohol konnten wir jedenfalls nicht be- 
obachten. Aus den Trockenpraparaten laBt sich das Ferment extra- 
hieren; aus dem Extrakt kann es von neuem mit Aceton nieder 
geschlagen werden. Dabei geht zwar ein Teil des Ferments verloren, 
doch wird eine wesentliche Reinheitssteigerung erzielt. Die Ex- 
traktion des Ferments aus den Trockenpraiparaten, die mit Wasser 
nie vollstandig ist, kann durch Anwendung von Salzlésung stark erhoéht 
werden. Doch haben wir nicht untersucht, ob hierbei nicht etwa ein 
wesentlicher Teil auch der inerten EiweiBstoffe wieder mit in Lésung 
geht; um die Fragestellung nicht zu komplizieren, haben wir bei unseren 
Versuchen stets einfache Wasserextraktion benutzt. 

Klare und eindeutige Bestimmung der Ausbeute und Reinheits- 
steigerung des Ferments ware am besten durch Definition von Ferment- 
einheiten zu erreichen. Doch scheint uns die Zeit dazu, was die Gly- 
oxalase anbetrifft, noch nicht reif; wir haben es hier mit einem kompli- 
zierten und in quantitativer Hinsicht nicht geniigend durchforschten 
System zu tun. Wir sahen auch noch aus einem anderen Grund von 
einer genaueren quantitativen Auswertung unserer Ergebnisse ab. Ist 
uns der Glutathiongehalt unserer Versuchsansitze mit Extrakten 


(oder Suspensionen) aus Trockenpraparaten (die glutathionfrei sind) 
bekannt, so kann man Jeider von den frischen Fermentextrakten, von 


denen wir ausgingen, nicht dasselbe sagen. Die jodometrische Glu- 
tathionbestimmung gibt bekanntlich Werte, die bei Leber etwa 
20 bis 30° zu hoch liegen: dabei wird vor allem Askorbinséiure mit- 
bestimmt (Birch und Dann). Wir messen daher unseren Zahlen nur 
relativen Wert bei. Die Bestaindigkeit der Trockenpraparate ist recht 
begrenzt. Im Laufe eines Monats, bei Zimmertemperatur, geht meist 
cin betrachtlicher Teil der Wirksamkeit verloren. 
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Versuchsteil. 
Allgemeines. 


Die Kaninchenlebern wurden durch Zerschneiden mit der Schere und 
Zerreiben im Morser méglichst zerkleinert, dann '/, bis 1 Stunde mit 5 Teilen 
Wasser extrahiert. Die wasserigen Extrakte wurden durch Mull abgeseiht, 
mit '/,;) ihres Volumens an m/10 Acetatpuffer, py 4, versetzt und durch 
Faltenfilter filtriert. Das Filtrat wurde portionsweise mit 1,3 °,iger 
NaHCO,-Lésung versetzt, so daB jeweils eine Menge an NaHCO,-Loésung, 
gleich den in der zu neutralisierenden Portion vorhandenen an Acetatpuffer, 
also '/,, des Volumens, zugesetzt wurde. (Das so erhaltene, teilweise ent- 
eiweiBte, neutralisierte Filtrat nennen wir im weiteren stets Filtrat A.) Die 
Herstellung der Trockenpraparate ist aus den Versuchsbeschreibungen zu 
ersehen. Zur Bestimmung der Fermentwirksamkeit bedienten wir uns der 
gleichen Methodik wie in unserer vorangehenden Arbeit: Inkubation mit 
Methylglyoxal, Phosphatpuffer, px 6,5, eventuell Glutathion; Methylglyoxal- 
bestimmung nach meist 0, 15 und 30 Minuten, nach Stéhr. 


Glutathionfreiheit des Trockenprdparats. 


75cem des auf oben beschriebene Weise durch Acetatbehandlung 
erhaltenen Filtrats A +- 150 cem Aceton. Der Niederschlag mehrmals auf 
der Zentrifuge mit Aceton gewaschen. Uber Schwefelsiure getrocknet. 
1,20 g Trockenpraparat. Durch Verreiben mit Wasser eine 50 mg im cem 
enthaltende Suspension hergestellt. Ein Teil davon direkt zur Aktivitats- 
bestimmung genommen, ein Teil zunachst filtriert. Glutathionzusatz: 
1 mg in 17 cem Versuchsansatz. Suspension bzw. Filtrat: 2 cem in 17 cem. 





K Mn, in eem K MnO, in cem 

0’ 20’ we 40' oO 20’ 40' 
Suspension . . . . || 0,77 | 0,78 | 0,78] Filtrat. . . . . . {1 0,77 | 0,77 | 0,78 
Suspension + GSH 0,79 | 0,25 0,21] Filtrat+GSH . . | 0,79 | 0,27 | 0,24 


Nitroprussidprobe mit dem Praparat negativ. 


Ausbeute und Reinheitsstergerung ber Acetonbehandlung. 

116g Kaninchenleber (zwei Lebern) mit 5 Teilen Wasser extrahiert. 
580 cem Extrakt. 58 cem Acetatpuffer (m/10, pq 4) zugesetzt; durch Falten- 
filter filtriert. Zu 530 cem Filtrat 51 cem NaHCO, (1,3°,) zugesetzt. Das 
gibt 581 cem Filtrat A, welche 482 cem des urspriinglichen Extrakts bzw. 
94g an Leberbrei entsprechen. 

300 cem Filtrat A + 600 cem Aceton. Niederschlag dreimal auf der 
Zentrifuge mit je 80cem Aceton gewaschen. Uber H,SO, getrocknet. 
3,45 g Trockenprdparat a, 

Der nach der ersten Extraktion zuriickgebliebene Leberbrei wurde 
noch einmal mit Wasser extrahiert, dabei im Morser zerrieben (48 g Brei 

98 cem Wasser). 115 cem Extrakt (ohne Acetatbehandlung) + 345 cem 
Aceton. Niederschlag wie oben behandelt. 3,42 g Trockenprdparat c. 

Filtrat A enthielt 1,97°, Trockensubstanz (durch Austrocknen ab- 
gemessener Mengen bei 100° bis zur Gewichtskonstanz) und 0,31 mg GSH 
im eem (jodometrisch, nach Kihnau). (In Wirklichkeit diirfte der Gehalt 
an GSH wohl wesentlich niedriger liegen.) 

Die Trockenpraparate wurden zur Aktivitétsbestimmung als Suspen- 
sionen (unfiltriert) verwandt. T'rockenprdparat a: 230 mg in 30 cem Wasser ; 
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lecmentspricht 0,667 cem 


1: ™ 2 - Pnianeia Me Gl-Schwund 
Filtrat A. Trockenprdapa- Fermentpraparat “4 bt ‘ie 15 Min , 
rat c: 297 mg in 10 cem oo, 51 Oe See Filtrat A % 
Wasser. 

Da der wahre leem Filtrat A. ... tag 16,6 
2 A Q* 63 
‘ ‘ = f - ” 4 - ee - ~ 

GSH-Ge halt vondA wohl 3 *  Sunpention: vou. 5 AI 

niedriger liegt als der 6 , " . 3é 4 70 

jodometrisch gefundene © » ” n € ~ 33 
Wert 0.31 mg/cem, an- * Bei Zusatz von 2 ccm A enthalt der Versuchsansatz 
5 ‘ : zweimal soviel GSH wie bei 1 cem 4; die Umsatzgeschwin- 
dererseits aber bei An- digkeit miifte demnach (da die Absolutmengen an GSH 


gering sind) fast viermal so hoch sein, was auch den Tat- 


1 y ar )«6Trocken- 
wendung der Trocken-  Soanen parade 


praparate 0,3 mg GSH 

auf den Versuchsansatz genommen wurden, diirfte der beste Vergleichs- 
wert wohl zwischen 63% und 2. 16,6 = 33° (auf die in 2ccm A enthaltene 
Fermentmenge gerechnet) liegen. Dann erscheint die Ausbeute an Ferment, 
in Form von T'rockenpraparat a, ziemlich 100°, ig. Beriicksichtigt man, 
daB 300 cem Filtrat A, bei einem Trockensubstanzgehalt von 5,91 g 
(1,97°%), 3,45 g Trockenpraparat a ergaben, so bedeutet dies eine Rein- 
heitssteigerung um das 1,7fache. Suspension c, bei einem fast viermal 
groBeren Trockensubstanzgehalt, zeigt nur weniger als die Halfte der 
Aktivitét von a. Es ist also eine zweite Extraktion des Leberbreies 
wenig zweckmabig. 


Aktivitdt und Ausbeute bei mehrfacher Acetonbehandlung. 


1licem Filtrat A + 230cem Aceton. Niederschlag zweimal mit 
Aceton gewaschen und iiber H,SO, getrocknet. 872 mg Trockenprdparat a; 
7,6 mg Trockenprdparat a entsprechen 1 ccm Filtrat A’. 

400 mg Trockenprdparat a mit 10 cem Wasser in der Reibschale ver- 
rieben. Nach Zusatz weiterer 25 cem Wasser 20 Minuten mit gelegentlichem 
Umrihren extrahiert. Filtriert und der auf dem Filter verbliebene Rtick- 
stand mit noch 5cecm Wasser ausgewaschen. Filtrat + Waschfliissigkeit 
mit 100 cem Aceton versetzt. Niederschlag wie oben mit Aceton gewaschen 
und iiber H,SO, getrocknet. 48 mg Trockenpraparat b; 0.91 mg Trocken- 
praparat b entsprechen 1 cem Filtrat A. 


Extrakte und Suspensionen, 


Aus den Prdparaten a und b wurden durch Verreiben mit Wasser 
Suspensionen bereitet: «’ 7,6 mg/cem Trockenpraéparat a; p’ = 2 mg/cem 
Trocke iparat b. Aus diesen wurden durch Filtrieren Fil 0 1 p 

rockenpraparat 6. Aus diesen wurden dureh Filtrieren filtrate « und p 
hergestellt. 

Der nach der oben beschriebenen Extraktion des Prdparats a verbliebene 
Riickstand wurde, ohne zu trocknen, mit 10 ccm Wasser verrieben: Sws- 
pension y und Filtrat y’. leem y bzw. 7’, entspricht 5,26 cem Filtrat A. 


é 


' Das bedeutet natiirlich nicht, daB 7,6 mg Trockenprdparat a samtliches 


urspriinglich in leem Filtrat A enthaltenes acetonunlésliches Material 
enthalten. Bei der Behandlung der Praparate sind Verluste unvermeidbar, 
und der Begriff ,,entspricht** ist hier, wie iiberall, rein praktisch zu verstehen. 
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wage Das inden Trocken- 
Entspricht Me Gl-Schwund 


Menge an Fermentpriparat in 15 Min. Pee ge one Ae oe 
in 17 eem Versuchsansatz Filtrat F + praparate n vorhande ni 
Fiitrat . ( , 

Ferment geht, wenn 
2ccm Filtrat A... . 2 52 auch unvollstandig, in 
RISER 9 \2* 
2 Suspension ¢ - be bedeutendem MaBe in 
2 , Filtrat « 2 46 ise . *f 
2 Suspension 7’ 10.5 40 den wisserigen Extrakt 
2 , Filtrat y 10,5 14 iiber (Vergleich von «’ 
2 ss 4,4 62 : . an 
, ps 9°9 At und «a; geringe Wirk- 


* Die mit den Trockenpraparaten erhaltenen Aktivitits- samkeit von ‘4 ); dabei 
zahlen sind leider mit der Aktivitaét des Ausgangsfiltrats A scheint der im Riick- 
nicht vergleichbar. Letzteres enthilt in 2 cem 0,84 mg GSH 
(jodometrisch bestimmt in Wirklichkeit wohl um min- 
destens 20 bis 30°/) weniger): zu den Trockenpraparat- mentanteil durch weitere 
extrakten oder -suspensionen wurde 1 mg GSH zugesetzt. a . x ; 

Lassen sich so die verschiedenen Priparate mit A nicht Extraktion verhaltnis- 


stand verbleibende Fer- 


genau vergleichen, so sind sie untereinander sehr wohl mabig schwerer extra 
vergleichbar. 

hierbar zu sein (a und « 
einerseits, y’ und y andererseits). Der Vergleich von « und f zeigt, dab 
Trockenpraparat 6, in etwa 8'/,mal geringerer Substanzmenge, den 
gréBten Teil des im Praparat a vorhandenen Ferments enthalt und an 
die Extraktionsflissigkeit abgibt. Nach all diesem erscheint also die 
Fermentreinigung, durch mehrmaliges Niederschlagen mit Aceton, 
Trocknen und Extrahieren, als recht vorteilhaft. 


Wirkung verschiedener Eluenzien. 
Ein Trockenpraparat (a4) wurde extrahiert: 1. mit destilliertem Wasser, 
2. mit 0,85°, NaCl. Jedesmal 115 mg Praparat + 10cem Eluens; nach 
1 Stunde filtriert. Zum Vergleich dient eine wiisserige Suspension in den 
gleichen Mengenverhiltnissen. 


2cem Suspension oder Filtrat sowie 0,3 mg GSH in 17 cem. 





Die Extraktion mit Wasser 
Me Gl-Schwund 


in 15 Min. allein scheint bei diesem Trocken- 
9 praparat verhaltnismaBig ungiin- 
pe stig zu verlaufen. Ob die aus- 
Suspension ..... 7 . . . 
“an ; zezeichnete Extraktion durch 
Wasseriger Extrakt . 28 8 - Extre ” 


NaCl-Extrakt .... 43 physiologische Na Cl-Lésung ohne 
EinbuBe an Reinheit der so er- 
haltenen Fermentlésungen stattfindet, oder etwa mit einer durch Pepti- 
sation eventuell bewirkten Erhéhung des Gehalts des Filtrats an 
Trockenbestandteilen einhergeht, haben wir nicht untersucht. 


Herstellung gereinigter Prdparate aus Trockenleber. 


32 ¢ Leberbrei in zwei Halften geteilt. Aus 16g¢ durch Behandlung 
mit 100cem Aceton, und nach Filtration (Saugflasche) weitere Aceton- 
sowie schlieBlich Atherbehandlung, 4,20 g¢ Trockenleber erhalten. Aus den 
anderen 16g durch Extraktion mit 80cem Wasser und Fallung mit 
Acetatpuffer, Neutralisation mit NaHCO, ein Filtrat A gewonnen. 
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Aus Filtrat A auf gewohnliche Weise durch Acetonfallung usw. Trocken- 
rdparat a hergestellt. 320g Trockenprdparat a@ aus 58cem Filtrat A; 
5g Trockenprdparat a entsprechen lcem f£iltrat A. 

2,62 g Trockenleber wurden nacheinander mit 20, 10, 10, 10 eem Wasser 
extrahiert und jedesmal abfiltriert. Die vereinigten Filtrate (40 cem) mit 
\ceton (80 ccm) niedergeschlagen, getrocknet. 569g T'rockenprdparat d. 

Extrakte aus den Trockenprdparaten: « = 6,4 g¢ Trockenprdparat a pro 
cem; 0 11,4 g Trockenprdparat d pro cem; # = 52,4 g Trockenleber 
pro cem. Samtlich filtriert. Da 2,62 g Trockenleber 569 g Trockenprapa- 
ratd gaben, entsprechen 11,4 g¢ TVrockenprdparat d (also leem )) 52,5 ¢g 
lrockenleber (aiso 1 cem #). 

Versuchsansdtze: 17 cem, enthaltend 2cem «, d oder #, sowie 0,7 g 
GSH, oder 2 cem Filtrat A ohne GSH-Zusatz. (Der jodometrischen Titration 
nach enthalten 2 cem Filtrat A 0,7 g GSH.) 





MeGl-Schwund in °/9 


Nach 12 Tagen Nach 36 Tagen 


15’ 30° 
15’ 30" 18’ =| 80” 

€ 

Filtrat A . = 

‘i 7 ey ae ee ae 21 32 
» RO one eee 73 100 68 93 74 80 
Be yg ee 30 70 40 81 92 46 


% und @ lassen sich mit A und « nicht genau vergleichen, da die 
aus 16g Leberbrei erhaltene Extraktmenge nicht bestimmt wurde. 
Nehmen wir an, daB 16g Leberbrei + 80 ccm Wasser etwa 85 ccm 
Extrakt ergeben (was den gewoéhnlichen Verhaltnissen entsprache), 
so entspricht 1 cem A (das durch Acetatbehandlung und Neutralisation 


16. 100 


um 20%, verdiinnt wird) = 0,16 g Leberbrei. Es entsprechen 


85 . 120 
52,4. 16 : 
dann 2cem «:2,3cem A; 2cem #:2- 2,5°eem A; 


4,2 .160 
2cem 0 — 2,5cem A. Die Trockenleber (also auch Filtrat #) enthalt 
Glutathion. Beriicksichtigt man, daB 0 aus einer fast zweimal gréBeren 
Trockenpraparatmenge erhalten wurde als «, so sieht man, daB der 
Vorzug von O in einer besseren Ausbeute, nicht aber in wesentlich 
héherer Aktivitét von d im Vergleich zu a liegt. 
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Zur ,,Antiglyoxalasewirkung* des Histidins. 
Von 
J. 0. Girgavieius und A. P. Ryzhowa. 


(Aus dem Bach-Institut fiir Biochemie des Volkskommissariats fiir Gesund 
heitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 29. Mdrz 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In einer vorangehenden Arbeit haben wir! die Angabe von Ochou 
und Dudley?, wonach ,,Antiglyoxalase’* nichts anderes ist als ein durch, 
Pankreasenzyme freigesetztes Gemisch hemmcnd wirkender Amino 
siuren, bestatigen kénnen. Wir zeigten, daB die Glyoxalasehemmuny 
durch Pankreatin nur in Gegenwart geniigender Mengen von Eiweili 
stoffen statthat, und daB die durch Histidin bewirkte Fermenthemmung 
durch Glutathionzusatz riickgangig gemacht wird, ebenso wie es der eine 
von uns friiher fiir die Hemmung durch Pankreatin festgestellt hat. Be- 
sonderes Interesse beansprucht die schon von Ochoa und Dudley ge- 
fundene Tatsache, die auch wir bestatigen konnten, dal} die Hemmung 
durch Histidin nur allmahlich, im Laufe der gemeinsamen Inkubatio1 
von Ferment und Hemmungskérper, eintritt. Dies, sowie die schon 
erwahnte Reaktivierung durch Glutathion, erlaubte die sonst nahe- 
liegende Hypothese abzulehnen, wonach wir es mit einer Bindung des 
Methylglyoxals durch das Histidin zu tun hatten; auch sprachen diese 
Tatsachen eher fiir eine Einwirkung auf das Glutathion (das Co-Ferment) 
als auf das Ferment selber. 

Kiirzlich bot sich uns die Méglichkeit, die Wasserstoffionen 
konzentration in den von uns benutzten Lésungen und Gemischen 
elektrometrisch zu bestimmen. Dabei stellte es sich heraus, daB di: 
Zusitze von Histidinchloridlésungen, besonders bei héheren Konzen- 
trationen, in unseren friiheren Versuchen eine starke py-Verschiebung 
nach der sauren Seite bewirkt haben miissen, was eine mehr oder minde 
groBe unspezifische Fermenthemmung zur Folge hatte. Unter elektro- 
metrischer Kontrolle angestellte Versuche, iiber die weiter unten aus- 
fiihrlicher berichtet werden soll, zeigten, da} hierdurch ein quanti- 
tativer Fehler eingefiihrt wurde, indem die bei konstantem py zui 


' Girsavicius, Efendi u. Ryzhowa, diese Zeitschr. 274, 87, 1934. 
2 Nach freundlicher Mitteilung von Dr. Dudley ist ein kurzer Bericht iibe: 
die Arbeit von Ochoa und Dudley im J. of the Soc. of Chem. Industry, da- 
uns bisher nicht zuganglich ist, erschienen. 
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Hemmung noétigen Histidinkonzentrationen héher liegen, als aus den 
friiheren Versuchen zu folgen schien, daB aber prinzipiell an unseren 
Ergebnissen dadurch nichts geaindert wird. 

Im folgenden berichten wir iiber einige Versuche iiber Hemmung 
durch Histidin unter py-Kontrolle, zum Teil im Vergleich mit anderen 
Aminosauren, sowie iiber eine von der bisher beschriebenen abweichende 
Einwirkungsweise von Histidin auf teilweise gereinigte Glyoxalase aus 
Trockenpraparaten. 

Versuche. 

Die Versuchsmethodik war durchweg die gleiche wie in der vorigen 
Arbeit (I. ¢.). Nur wurden, wo nicht anders vermerkt, die benutzten Lésungen, 
besonders die Histidinlésungen, unter elektrometrischer Kontrolle (Wasser- 
stoffelektrode, gelegentlich Chinhydronelektrode) auf py etwa 6,5 eingestellt. 
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Abb. 1. Abb. 2. 


Auch in den Versuchsansétzen wurde die Wasserstoffionenkonzentration 
zum Teil nochmals bestimmt. Die Leberextrakte (Kaninchen) waren durch 
Fallung mit Acetatpuffer teilweise von EiweifSstoffen befreit. 

In dem in Abb. 1 dargestellten Versuch fand die Inaktivierung, 
durch Histidin verschiedener Konzentrationen, ohne py-Verschiebung 
statt. Zum Vergleich wurde auch eine nicht neutralisierte, saure 
Histidinlésung zur Wirkung gebracht. Das wesentliche Ergebnis dieses 
Versuchs ist die auch nach Ausschaltung der Saurewirkung eintretende 
allmahliche Inaktivierung des Ferments durch Histidin, um so schneller 
je héher die Histidinkonzentration ist, so wie wir es friiher beschrieben 
haben. Besonders deutlich tritt die spezifische Natur der Histidin- 
hemmung aus dem in Abb. 2 dargestellten Versuch hervor. Zu Ver- 
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gleichszwecken wurde hier auch die Wirkung anderer Aminosauren: 
Alanin, sowie Asparaginsaure, in etwa m 125 Konzentration untersucht. 
Die Fermentaktivitaét wird durch die Gegenwart der verschiedenen 
Aminoséuren etwas herabgesetzt. Aber nur Histidin bewirkt einen 
charakteristischen allmahlichen Abfall der Aktivitat. 

Da die Hemmbarkeit verschiedener frischer Fermentextrakte stark 
schwankt, und auch die von Extrakt zu Extrakt schwankende 
Fermentaktivitat und Glutathionkonzentration Ausfiihrung und Aus 


wertung derVersuche erschweren, 





Ohne Zusatz beabsichtigten wir, die Versuche 


© 
Ss 





mit Trockenpraparaten des Fer- 
ments fortzusetzen, deren Her 


> 
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Histidin 0,0068 m 





stellung in emer gleichzeitig mit 
dieser Mitteilung erscheinenden 
Arbeit beschrieben ist. Dabei 
Seo Oe 0.0196m zeigte sich ein bemerkenswerter 
| ‘ Unterschied zwischen  frischen 
Extrakten und Extrakten aus 
Trockenpraparaten. Die fiir 
frische Extrakte charakteristische 
allmahliche Inaktivierung durch 
Histidin ist bei Extrakten aus 
Trockenpraparaten nicht zu finden. Histidinzusatz vermindert die Fer- 
mentaktivitat, aber die Dauer des Kontakts zwischen Ferment und Hem- 
mungsko6rper ist hier ohne EinfluB. Diese Beobachtung wurde zuerst noch 
bei Gebrauch nicht neutralisierter Histidinlésungen gemacht (Abb. 3 gibt 
ein Beispiel); wie Tabelle I zeigt, ist aber auch nach AusschluB einer 
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Tabelle I. 





Me Gl-Schwund in 15 Min. 
Anfianglich Nach 11), Stunden 
0 0 0 0 
a) Jeder Ansatz (17 cem) enthalt 11,2 mg Trockenpraparat, 0,4mg GSH. 
Puffer, sowie MeGl, wie gewohnlich. 


Cine ei ok sat he tere eres 20,6 

+ Histidinchlorid, 0.0063 mol. . .. . 1 

+ Histidinchlorid, 0,0113 mol. . . . . 0 

b) Ahnlich dem Vorausgehenden. Im Ansatz 0,7 mg GSH. 

Kin anderes Trockenpraparat. 

Ohne Zusatz ..... ob aren ee 76 

+ Histidin (neutral), 0,009 mol. . . . 36 

+ Fe (neutral), 0,018 mol. ae 32 

+ “ (sauer), 0,009 mol. . .. 10 

+ (sauer), 0,018 mol. ... 4 
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pu-Verschiebung das gleiche zu beobachten. Die Wirkung des Hi- 
stidins auf das Trockenpraparat ist ahnlich der oben beschriebenen 


Wirkung von Alanin und Asparaginséiure auf das Ferment in frischem 


Extrakt, wenn auch starker. Der fiir Histidin (unter den bisher 
untersuchten Aminosiuren) charakteristische allmahliche Inaktivierungs- 
effekt ist nur in frischen Fermentextrakten zu beobachten. 

In dem ersten Versuch (Abb. 1) wurde nach 3 Stunden zu den mit 
m,/50 und m_/ 100 Histidin (neutralisiert) inkubierten Ansatzen Glutathion 
zugesetzt. Es findet, wie auch friiher beschrieben, Aktivierung bzw. 
Reaktivierung statt. 

Jowett und Quastel' haben die Hypothese aufgestellt, daB der Mechanis- 
mus der Glyoxalaseaktivierung durch Glutathion in einer der Ferment- 
wirkung vorausgehenden Verbindung des Glutathions mit dem Methyl- 
glyoxal zu suchen ist, eine Hypothese, die in Versuchen von Platt und 
Schroeder* Bekraftigung zu finden scheint. Man kénnte sich sehr wohl eine 
Hemmung des Ferments durch Histidin vorstellen, durch Bindung des 
Methylglyoxals an die Aminoséure, und gewissermasen eine Konkurrenz 
von Aminosiure und Glutathion um das Methylglyoxal. Die Bildung 
solch eines Aminoséiure-Methylglyoxalkomplexes, von der relativ langsam 
verlaufenden und zur géanzlichen Methylglyoxaldestruktion fiihrenden 
.. Glyoxaffinwirkung** des Histidins verschieden, kénnte, falls der Komplex 
veniigend labil ist, sowohl das Nichtverschwinden des Methylglyoxals als 
auch die Reaktivierung durch Glutathionszusatz erklaren. 

Solch ein Hemmungs- 
mechanismus ware mit Tabelle II. 
den quantitativen Ver- 
haltnissen bei der Reakti- 
vierung, sowie vor allem 
mit der Zeitwirkung des 
Histidins auf Ferment 

Glutathion, schwer in 
Einklang zu _ bringen. 
Dennoch versuchten wir 
die Frage nach der 
Existenz solch eines Kon- +S MeGl Histidin 
kurrenzeffektes durch 
einen direkten Versuch zu 
beantworten. In einer 
kurzlich erschienenen 
Arbeit * haben Girsavitius 
und Heyfetz, durch jodo- 
metrische Titration freier 

SH-Gruppen, Reak- 
tionsverlauf und Gleich- 
vewichtslage der Bindung 
von Methylglyoxal durch 
Glutathion untersucht. 


Je 2 ecm von Ansitzen an GSH etwa m/150, an 
Me Gl etwa m/100, auBerdem 0,2 cem Phosphat- 
puffer (m/5; pu 6,5) enthaltend, mit n/200 
Jod titriert. Das zugesetzte Histidin hatte eine 
Konzentration von m/46. Glutathionzusatz 
immer zuletzt, dann nach einigen Minuten 
0,2 cem konz. HCl und sofort danach Titration. 





Jod 


1 Biochem. J. 27, 486, 1932. — 2 J. of biol. Chem. 104, 281, 1934. 
Diese Zeitschr. 276, 190, 1935. 
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Wir bedienten uns der gleichen Versuchsmethodik, um einen eventuelle: 
Einflu8 des Histidins auf die Menge des an Glutathion gebundenen Methy! 
glyoxals aufzuzeigen. Wie Tabelle II zeigt, hat Histidinzusatz, in den von 
uns benutzten fiir die Histidinwirkung giinstigen Konzentrationsverhilt 
nissen, auf die Bindung von Glutathion durch Methylglyoxal keinen Einfluts. 


Zusammenfassung. 


1. In friiheren Versuchen iiber Histidinhemmung der Glyoxalas: 
wurde das py nicht kontrolliert. Stellt man die Versuche unter elektro- 
metrischer Kontrolle an, ohne py-Verschiebung durch die Histidin 
chloridzusaitze zuzulassen, so sind zur Hemmung héhere Konzentrationen 
nétig, als friiher beschrieben. Das allgemeine Bild der Hemmung 


bleibt aber das gleiche. 

2. Die allmahliche Hemmung wahrend der Inkubation mit Histidin 
findet nur mit Glyoxalase in frischen Extrakten statt. Die Hemmung 
von Glyoxalase aus Trockenpraparaten ist unabhingig von der Zeit- 
dauer des Kontakts von Ferment und Hemmungskorper. 

3. Konkurrenz zwischen Glutathion und Histidin um das Methy!- 
glyoxal findet nicht statt. 
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Uber Verschiedenheiten im Adsorptionsverhiltnis bei 
gereinigten Diphtherievaccinen gegeniiber Aluminiumhydroxyd. 


Von S. Sehmidt. 


(Aus dem Staatlichen Serum-Institut in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 7. April 1935.) 


Im Jahre 1930 schlugen wir eine Anderung in der bisher an- 
gewandten Technik bei der Vaccination gegen Diphtherie mit Ramons 
Anatoxin vor, und zwar in der Weise, daB in Zukunft gereinigte und 
konzentrierte Vaccine benutzt wiirden. Wir lieBen uns dabei von der 
Erwagung leiten, daB man mit derartigen Praparaten vermittelst einer 
einzigen Vaccination eine geniigende Immunitat erzielen und vielleicht 
gleichzeitig auch jene Nebenwirkungen verringern kénne, welche die rohen 
Praiparate in gewissen Fallen hervorrufen. Was nun den ersten dieser 
beiden Punkte anbetrifft, so ergaben Versuche an Meerschweinchen 
(es wurden spater Kaninchen mit besserem Resultat benutzt), daB die 
Injektion einer einzigen massiven Dosis des Diphtherieantigens im 
Laufe von 2 bis 3 Wochen eine kraftige und anhaltende Immunitat bei 
weitaus dem gréBten Teil der Tiere bewirkt. Hinsichtlich des zweiten 
Punktes konnten uns die Tierversuche keinerlei Aufschliisse geben. 
Wir machten dann auch damals schon geltend, daB man natiirlich nicht 
erwarten kénne, mit Hilfe der gereinigten Stoffe andere Nebenwirkungen 
der Vaccination zu vermeiden als die, welche den unspezifischen Protein- 
stoffen. Formolgehalt usw. zuzuschreiben seien ; dagegen werde dies wohl 
schwerlich bei den direkt vom spezifischen Diphtherieprotein  ver- 
ursachten Beiwirkungen  gelingen. 

Versuche an Menschen (Claus Jensen, 1931) zeigten indes, dab 
man im besten Fall nur ungefihr 90°, Immunitat erreichte (durch den 
Schick-Test kontrolliert). Von verschiedener Seite war ein Zusatz von 
unspezifischen Stoffen zu Diphtherieantigenen (Vaccins associés, 
G. Ramon; Alaunzusatz!, Glenny, Park usw.) angeregt worden, um die 
immunisierende Wirkung zu verstirken. Bekanntlich sind ahnliche 
Stoffe jahrelang bei der Immunisierung von Pferden (7apioka, G. Ramon, 
P. Descombey) verwandt worden. Es hat sich jedoch hier fast immer 
um rein empirische Versuche gehandelt, die der Anwendung solcher 
unspezifischer Stoffe zugrunde lagen, und nicht um eine rationelle 
Ausarbeitung einer Methode. Auf Grund von Versuchen, welche in einer 
friheren Mitteilung (S. Schmidt, 1932) naher besprochen worden sind, 
haben wir in Danemark Diphtherievaccine benutzt, bestehend aus 
gereinigtem Formoltoxoid (Anatoxin, Ramon), dem 10%, Al(OH); 


1 Schon ZL. Roux u. A. Yersin (1889) wiesen nach, daB Diphtherietoxin 
von Calecium- und Aluminiumsalzen adsorbiert wird. 
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(Willstatter) zugesetzt sind: doch spielen bei der Verwendung derartige: 
Vaccine gewisse Adsorptionsverhaltnisse eine Rolle, die so wichtig ist 
daB wir es fiir notwendig erachtet haben, dieselbe naher zu erértern 
Es geniigt nicht, eine gewisse Menge dieses oder jenes Stoffes irgend- 
einem Diphtherieantigen zuzusetzen und die Mischung alsdann in de: 
Organismus einzuspritzen. Die Wirkung solcher Gemische, oder vie! 
leicht richtiger solcher Verbindungen (denn wahrscheinlich handelt es 
sich in Wirklichkeit jedenfalls in den Fallen, die wir hier behandelh 
wollen — um physikalisch-chemische Verbindungen) komplexer Antigen: 
beruht in hohem MaBe auf den Bindungsverhaltnissen zwischen dem 
Antigen und dem zugesetzten ,,unspezifischen Stoff*. Hat eine innig 
Verbindung zwischen den beiden Komponenten nicht stattgefunden 
so wirkt das Antigen in gleicher Weise, wie wenn es fiir sich injiziert 
wird. Ist nur ein unbedeutender Teil gebunden, so ist die Wirkung 
ebenfalls relativ gering im Vergleich zu derjenigen, welche erzielt 
wird, wenn grobe Mengen adsorbiert werden, usw. Man wird dies 
verstehen, wenn man folgendes in Betracht zieht: Die Immuni 
tit, welche durch eine einzige Injektion von Diphtherieantigen erreicht 
wird, ist im groBben und ganzen von der eingespritzten Menge abhangig 
vorausgesetzt, daB es sich um einen frischen Organismus handelt. Es 
erfolgt eine ziemlich rasche Resorption, Spaltung und Ausscheidung des 
eingefiihrten fremden Stoffes und gleichzeitig eine Umstimmung des 
Organismus, so daB derselbe die Fahigkeit erhalt, Antikérper rasch zu 
produzieren, wenn er wieder vom Antigen beeinfluBt wird. Ist dic 
injizierte Antigendosis hingegen nur maBig, so werden wahrscheinlich 
zu dem Zeitpunkt, wo die Umstimmung des Organismus stattgefunden 
hat, nur ganz geringe Antigenmengen vorhanden sein, Mengen, die zu 
klein sind, um eine nennenswerte Immunitat erzeugen zu kénnen. Man 
mu daher dafiir sorgen, daB ei Antigendepot geschaffen wird, wa- 
entweder vermittelst Einspritzung sehr groBer Antigenmengen ode1 
durch kiinstliche Verzégerung der zum Teil nutzlosen Resorption und 
Spaltung der bedeutenden Antigenmengen — die also nicht der Absicht 
gemaB wirken werden geschehen kann. Wie bereits erwahnt, exi 
stieren eine ganze Reihe von ,,unspezifisch wirkenden Stoffen, welch 
die Resorption solcher Antigene, wie beispielsweise Toxine, zu ver 
zogern vermégen. Wir erachten es als iiberfliissig, an dieser Stelle alle 
die Stoffe aufzuzihlen, welche im Laufe der Zeit fiir diesen Zweck 
Verwendung gefunden haben und die sich von Starke, Terpentin 
Honig usw. bis zu den Metallsalzen erstrecken. Was uns hier interessiert. 


ist allein das Aluminiumhydroxyd. Wenn wir nun die Benutzung gerade 


dieses Stoffes angeregt haben, so geschah dieses urspriinglich auf Grund 
folgender einfacher Beobachtung: Mischt man Al(OH), der Ver- 
bindung (Willstatter), welche wir bei der Reinigung unserer Diphtherie 


antigene verwenden, mit Diphtherie-(Tetanus)-Toxinmengen, die, fi 
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sich injiziert, Meerschweinchen unter akuter Diphtherievergiftung zu 
téten vermédgen, und spritzt die ganze Suspension in Meerschweinchen 
(in das subeutane Gewebe) ein, so werden die auf diese Weise behandelten 
Tiere kein Zeichen von Diphtherievergiftung aufweisen. Untersucht 
man sie einige Wochen spater, so zeigen sie eine gewisse Immunitat, 
die, je nach der Zusammensetzung der ,,Vaccine’‘, gréBer oder geringer 
ist. Eine ahnliche Immunitat kann erzielt werden, wenn man an Stelle 
von Toxin ein entgiftetes Toxin verwendet, wobei die Mengen so gering 
sind, daB sie, fiir sich injiziert, eine nachweisbare Immunitat nicht zu 
bewirken vermégen. 

Eine nahere Untersuchung dieses letzteren Umstandes hat dazu 
beigetragen, die Bedeutung verschiedener wichtiger Faktoren hinsicht- 
lich der Abhangigkeit der Immunitaét von der Zusammensetzung des 


Komplexes zu beleuchten. Wie schon erwahnt, variieren die Bindungs- 


verhaltnisse sehr bei verschiedenen — sowohl bei rohen als bei ge- 
reinigten Praparaten, wenn sie mit gleichen Mengen Al (OH), ge- 
mischt werden. Eine groBe Rolle spielt in dieser Beziehung die Zu- 
sammensetzung des Milieus, zum Teil dessen Gehalt an gewissen Elek- 
trolvten und teilweise dessen Proteingehalt'. Selbst Vaecine aber, die 
sozusagen elektrolytfrei sind und die gleichen Mengen Stickstoff ent- 
halten, kénnen sich vollstandig verschiedenartig verhalten, was die in der 
Tabelle gesammelten Versuchsresultate mit groBer Deutlichkeit zeigen. 

Es handelt sich hier um eine Serie zufallig ausgewahlter Praparate, 
welche nach dem gleichen Prinzip gereinigt und samtlich salzarm sind, 
deren Proteininhalt jedoch, nach dem Totalstickstoff berechnet, be- 
deutend differiert. Wir haben mit diesen Praparaten eine Adsorption 
auf Al(OH), vorgenommen, indem der Gehalt an Flockungseinheiten 
durch einfache Verdiinnung auf die in der Tabelle angefiihrten Starken 
variiert worden ist. Es wurden stets 10 KubikmaBe Aluminiumhydroxyd 
90 KubikmaBen Vaccineverdiinnung zugesetzt; letzteres ist die Pro- 


' Ein anderer Grund, Aluminiumhydroxyd, beispielsweise Alaun, vor- 
zuziehen, war gerade der Umstand, da gewisse Elektrolyte (divalente und 
trivalente Ionen) die Bindung zwischen dem Antigen und Al(OH), stéren. 
(A. Hansen, C. r. Soc. Biol. 111, 324, 1932). M.L. Smith (Welcome Phys. 
Res. Lab., J. of Pathol. u. Bact. 85, 663, 1932) hat die antitoxinstimulierende 
Fahigkeit einer Reihe verschiedener Metallverbindungen untersucht und 
unsere Annahme in bezug auf die Eigenschaft des Aluminiumhydroxyds 
bestatigt. Smith fand, daB Aluminiumhydroxyd derjenige der untersuchten 
Stoffe war, welcher, was die Verstarkung der Immunitat anbelangt, die 
besten Resultate ergab. Dieser Forscher vertritt indes die Ansicht, daB die 
mit Schwierigkeiten verbundene Zubereitung des Aluminiumhydroxyds sich 
einer Anwendung dieses Stoffes in groBem Stil hindernd entgegenstellt. 
Benutzt man jedoch eine groBe Zentrifugalmaschine (S. Schmidt u. A. Han- 
sen, 1932), so kann man rasch bedeutende Mengen Hydroxyd herstellen, die 
nach der Behandlung im Autoklaven ihre absorbierende Kraft, monatelang 
sozusagen unverandert bewahren. 
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portion, welche seit langerer Zeit bei der Vaccinierung von Menschen 
benutzt worden ist!. Die Starke dieses Impfstoffes ist 100 Einheiten 


pro cem. Man gibt eine einzige Injektion von 2 ccm dieser Mischung 


Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB sowohl die Starke (ausgedriickt in 
Flockungseinheiten nach Ramon) als auch der Stickstoffgehalt der ver 
schiedenen Praparate ganz bedeutend variieren. Die Zahlen, welche in den 
Rubriken 4 bis 9 figurieren, geben an, wie viele Prozente der vorhandenen 
Einheiten in den gegebenen Fallen adsorbiert worden sind. Es zeigt sich, 
da von einer L6sung mit 200 Einheiten pro ccm stets weniger adsorbiert 
wird als von einer solchen mit 100 Einheiten pro cem. Die Regel ist die, dat 
die Adsorption um so besser ist, je starker die Verdiinnung. Beim Betrachten 
der Kolonne, in der die Resultate der Adsorption in der Verdiinnung 
von 100 Einheiten pro cem aufgezeichnet sind, konstatieren wir, daB das 
Adsorptionsprozent zwischen 100 (Maximum) und 30 (Minimum) schwankt. 
Injiziert man dann 2 cem 200 Einheiten dieser beiden Extreme, so 
erhalt man im ersten Falle ein Depot von 200 Einheiten und keine freien 
Kinheiten, im letzten Falle hingegen ein Depot von 60 Einheiten und 
140 freien Einheiten. Zwischen diesen Ziffern findet man dann eine ganze 
Skala von Ubergingen. Das gleiche ist bei der Verdiinnung 200 Einheiten 
der Fall, wo das Depot zwischen 288 und 60 Einheiten variiert, also ver- 
haltnismaBig kleinere GréBen, obwohl weit mehr Antigenmengen injiziert 
worden sind. Diese Verhaltnisse sind naturgeméB von allergréBter Be 
deutung fiir die praktische Anwendung solcher komplexer Vaccine. Die 
Tierversuche haben gezeigt, daB, je starker verdiinnt das Antigen, also je 
besser und vollstandiger die Bindung erfolgt ist, desto gréBer wird die erzielte 
Immunitét. Man mu8 dann annehmen, da8 es sich auch bei der Vaccination 
von Menschen in erster Linie darum handelt, ein so groBes Antigendepot 
wie méglich im Organismus anzubringen. 

Wie groB die Rolle ist, welche die freien Einheiten spielen, ist nicht so 
leicht zu entscheiden; da es sich indes erwiesen hat, daB man mitunter selbst 
mit mehreren hundert Einheiten (Versuche an Kindern von Claus Jensen) 
keine solide Immunitaét zu erzielen vermag, ist wohl kaum viel damit ge- 
wonnen, daB man groBe Dosen Vaccine, wo sich nur ein kleinerer Prozent- 
satz Antigen in gebundenem Zustande vorfindet, verwendet. Vergleichen 
wir beispielsweise die Injektion von 2cem von Praparat L/32 mit 10°, 
Al(OH), enthaltend 100 bzw. 200 Flockungseinheiten (siehe Tabelle). 
Im ersteren Falle injizieren wir 200 adsorbierte Einheiten, im letzteren Falle 
192 adsorbierte Einheiten plus 208 freie Einheiten. Es ist von vornherein 
nicht wahrscheinlich, daB die letzte Einspritzung, obwohl ein besonders 
groBer UberschuB von freien Antigeneinheiten vorhanden ist, soviel besser 
wirken wird, daB die Anwendung der doppelten Vaccinedosis sich lohnt. 
Man sollte hier ein Praparat wie K/33 benutzen, wobei man in der Ver- 
diinnung 200 Flockungseinheiten pro cem 288 adsorbierte Einheiten ein- 
fiihren wiirde, somit eine 50°% gréBere gebundene Antigenmenge als mit dem 
anderen Praparat und dazu ungefaihr 100 freie Einheiten. Mischt man 
ungeniigend gereinigte Praparate mit Al(OH),, so kann man riskieren, dai 
man das Hydroxyd yianzlich inaktiviert, so daB sozusagen kein Antigen 


' Bis heute sind, hauptsaéchlich in Danemark, gelegentlich auch in 
Argentinien, Norwegen und Schweden, gegen 10000 Kinder verschiedenen 
Alters mit der von uns vorgeschlagenen Zusammensetzung von gereinigtem 
Diphtherieanatoxin und Al(OH), vacciniert worden, ohne da man nennens- 
werte Reaktionen in gréBerer Anzahl konstatiert hatte. 
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adsorbiert wird. Man erhalt dann eine Vaccine, die sich in bezug auf ihr 
Wirkung kaum vom Anatoxin allein unterscheidet. Bei der Anwendung 
dieser Praparate miissen daher solche Verhaltnisse in Riicksicht gezoge: 
werden. 

Die Tabellenresultate zeigen, daB eine absolute Ubereinstimmun 
zwischen dem Proteingehalt einer Vaccine und deren Fahigkeit, adsorbiert 
werden zu kénnen, nicht besteht. Grob genommen kann man jedoch sagen. 
daB die stickstoffarmen Praparate die beste Adsorption zu geben scheinen 
Das Praparat A/34 ist unseres Erachtens als Vaccine in Verbindung mit 
Aluminiumhydroxyvd nicht verwendbar, und nur Priparat K/33, eventue 
L/32, kénnte man vielleicht in der Verdiinnung von 200 Einheiten pro cen 
vorteilhaft benutzen. Es ist daher begreiflich, daB man nicht damit rechne: 
kann, das gleiche Resultat bei einer Injektion von 1 ccm mit 200 Einheiten, 
wie mit einer solchen von 2 cem mit 100 Einheiten pro cem zu erzielen. Dir 
Frage, ob man Praparate, welche aus irgendeinem Grunde schlecht adsorbiert 
werden, verbessern kann, haben wir in einzelnen Fallen untersucht. Be 
Priparat F/34 werden in der Verdiinnung 200 Kinheiten pro ccm nur 15° 
adsorbiert. Die Restlésung von dieser Adsorption wurde einer erneute! 
Behandlung mit 10°, Al(OH). unterworfen. Dadurch wurden 42°, adso: 
biert, wogegen durch Adsorption einer entsprechenden direkten Verdiinnung 
(von 150 Einheiten), wie die Tabelle zeigt, nur 28°, adsorbiert wurden, also 
nur etwas mehr als die Halfte. Dieser Versuch kénnte somit darauf hin 
deuten, daB es vielleicht méglich ware, durch eine Art Vorbehandlung mit 
maBigen Aluminiumhydroxydmengen einige der Stoffe zu entfernen, welche 
die Adsorption erschweren; ob es sich dabei um eine allgemein giiltige Rege 
handelt oder nicht, kénnen wir jedoch nicht sagen. 

Von den rohen Praparaten werden nur relativ geringe Antigenmengen 
unter den hier beschriebenen Verhaltnissen adsorbiert. Das in der Tabelle 
erwahnte rohe ,,Formoltoxoid*', mit dem Vermerk .,englisch** versehen. 
enthielt 50 Einheiten. Davon wurden also 16 oder 32°, adsorbiert. Von 
einem danischen Praparat von 75 Einheiten wurden unter den gleichen 
Umstianden 20 Einheiten oder knapp 30°, adsorbiert. Rohe Praparat: 
eignen sich somit weniger gut fiir die Herstellung von komplexen Vaccinen 
Wird mit Puffergemisch-Salzwasser verdiinnt, so wird die Adsorption von 
gereinigtem Anatoxin ginzlich gestért (siehe letzte Kolonne der Tabelle 


Zusammenfassung. 

Gereinigte Diphtherievaccine, auf den gleichen Titer verdiinnt 
(ausgedriickt in Flockungseinheiten), werden in weit verschiedenem 
MaBe von gleichen Mengen Aluminiumhydroxyd adsorbiert. In groben 
Ziigen beschrieben, scheint eine gewisse Abhangigkeit zwischen dem 
Stickstoffgehalt in einem gereinigten (salzfreien) Praparat und dessen 
Fahigkeit, auf Aluminiumhydroxyd adsorbiert zu werden, zu bestehen 
Doch kann das Adsorptionsverhaltnis auch bei Vaccinen mit ungefahi 
gleichem Stickstoffgehalt verschieden sein. In einem vereinzelten 
Falle gelang es uns, durch eine Vorbehandlung mit Aluminiumhydroxyd 


ein Praparat besser adsorbierbar zu machen. Es ist wichtig, die Adsorp- 


tionsverhaltnisse zu kennen, wenn man komplexe Diphtherieantigenc 
herstellen soll, da die immunisierende Wirkung in hohem Mabe von dem 
eingefiihrten Antigendepot abhangig ist. 





Das gelbe Oxydationsferment. 
Von 
Hugo Theorell. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 14. April 1955.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Das gelbe Ferment hat seit seiner Entdeckung im Jahre 1932 durch 
O. Warburg und W. Christian ein lebhaftes Interesse erweckt und ist 
Gegenstand einer fast beispiellos eifrigen Forschungsarbeit geworden. 
Dies lag wohl erstens daran, da man hier zum ersten Male ein Ferment 
in Handen hatte, in welchem sich die Fermentwirkung nach einfachen 
chemischen Gesetzen verstehen und sich sogar anschaulich machen liek, 
weil die ,,Wirkungsgruppe™ gefarbt ist. Zweitens konnte im Jahre 1933 
eine nahe Beziehung zwischen dem gelben Ferment und dem Vitamin B, 
von R. Kuhn und seinen Mitarbeitern festgestellt werden: daraus ergab 
sich die Méglichkeit, die Wirkungsweise eines Vitamins aufzuklaren. 
Da nun eine grobe Menge von Abhandlungen in kurzer Zeit und aus ver- 
schiedenen Instituten erschienen sind, kam es zu gewissen Streitigkeiten 
iiber Prioritatsanspriiche ; auBerdem sind bisweilen hierbei die Entdecket 
des gelben Ferments ungerecht inden Hintergrund gedrangt worden. Da 
nunmehr die Chemie des gelben Ferments praktisch aufgeklart ist. 
diirfte eine chronologische Zusammenfassung der Literatur ange- 
bracht sein. 

Sowohl Bleyer und Kalimann (1) als v. Szent-Gyorgyi und Banga (2) 
haben Praparate in den Handen gehabt (Lactochrom bzw. Cytoflav), 
die gelb waren und wohl Flavine enthielten. Da die genannten Autoren 
weder iiber die physiologische Funktion, noch tiber die chemische Natur 
der gelben Farbstoffe irgend etwas herausgefunden haben, ist es offenbar, 
daB der ganze Verdienst der Entdeckung des gelben Ferments Warburg 
und Christian gebiihrt, die schon im Jahre 1932 ihre grundlegenden 
Arbeiten iiber das gelbe Ferment verdffentlicht haben (3) (4) (5) (6). 
Daselbst wurde iiber die Darstellung der rohen Fermentpraparate, tibet 
die Funktion des Ferments, tiber sein absolutes Absorptionsspektrum 
im sichtbaren Licht, iiber die Reindarstellung und die Formel des Photo- 
derivats C,,H,,N,O, berichtet. Im Januar 1933 gingen die ersten 
Arbeiten von Ellinger und Koschara [(7), eingegangen 11. Januar] und 
von Kuhn, Gyérgyi und Wagner-Jauregg [(8), eingegangen 14. Januar] ein 
Ellinger und Koschara hatten aus Molke rote oder rotgelbe ,,Roh- 
kristalle‘* gewonnen, die jedoch in bezug auf analytische Zusammen- 


setzung und Absorptionsspektrum keine auch nur annahernde Uberein- 
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stimmung mit dem spater wohl bekannt gewordenen Lactoflavin zeigten. 
Kuhn, Gyorgy und Wagner-Jauregg (8) erwahnten, daB sie aus Kierklar 
einen Farbstoff ,,Ovoflavin‘ kristallisiert erhalten hatten. Analysen 
oder Absorptionsspektrum wurden noch nicht mitgeteilt. Sie ver- 
muteten aber eine Beziehung des Farbstoffs zum Vitamin By. 

Die nachsten Arbeiten von Warburg und Christian [(9) (10) (11), 
eingegangen 6. Februar, 3. April und 16. Juni 1933] enthielten noch ein 
paar wesentliche Befunde, erstens, daB bei der Spaltung des Photo- 
derivats Cj3Hj,N,O, mit Bariumhydroxyd Harnstoff entsteht; diese 
Tatsache nebst der Reindarstellung des Photoderivats C,H .N,0, 
bildete die Grundlage fiir die durch andere Forscher erfolgte Aufklérung 
der Konstitution des von Kuhn so genannten Flavins. Zweitens wurde 
gezeigt, daB die gesamte Sauerstoffatmung anaerob geziichteter Milch- 
siurebazillen mit gréBter Wahrscheinlichkeit iiber das gelbe Ferment 
geht. In den Arbeiten von Kuhn, Gyédrgyi, Wagner-Jauregg und 
Rudy [(12) (13) (14), eingegangen 20. Marz, 20. Juni und 23. November 
1933] wurde von der Isolierung von ,,Ovoflavin** und_ ,,Lactoflavin*’ 
berichtet. Beide besitzen die Formel C,z;H 9N,0, und sind wahrschein- 
lich identisch; sie waren auch beide als Vitamin B, wirksam, unter der 
Voraussetzung, daB die Bourquin-Sherman-Diat mit Hefekochsaft 
erganzt wurde (15). Das Absorptionsspektrum stimmte mit demjenigen 
des durch Spaltung des gelben Ferments von Warburg und Christian 
gewonnenen Farbstoffs iiberein. Die Reindarstellung des Ké6rpers 
‘7 HypN,Og war bedeutungsvoll von dem Gesichtspunkt aus, daB sich 
die Bruttoformel um C,H,O, von dem Warburg-Christianschen Photo- 
derivat C,3;H,,N,O, unterschied. Bei der alkalischen Photolyse des 
Lactoflavins nach Warburgs und Christians Methode wurde dasselbe 
Photoderivat C,,H,.N,O, wie aus der Wirkungsgruppe des gelben 
Ferments erhalten. Es wurde also offenbar eine kohlenhydratahnliche 
Seitenkette C,H,O, dabei abgespalten, und dabei verschwand die 
Vitaminwirksamkeit. Es wurde nun angenommen, daB ein ,,Flavin‘ 
CyyHg9N,Og die Wirkungsgruppe des gelben Ferments darstellte, und 
daB die katalytische Wirkung erst dann auftrate, wenn das Flavin mit 
einem kolloidalen Trager gekuppelt wurde. 

Kuhn u. a. wiederholten von Warburgs und Christians Versuchen 
nicht nur die alkalische Photolyse, sondern auch die Spaltung des 
..Lumi-Flavins* C,,H,)N,0, in alkalischer Lésung, mit Lactoflavin als 
Ausgangsmaterial. Sie erhielten dann Harnstoff, so wie Warburg und 
Christian aus ihrem Photoderivat. Es blieb eine Zeitlang unklar, ob das 
Flavin in die Alloxazin- oder Chinoxalinreihe gehérte. Kuhn und Mit- 
arbeiter diskutierten diese Frage in mehreren Arbeiten, bis Stern und 
Holiday (16) (17) im Anfang Juni 1934 (eingegangen am 23. Mai und 
20. Juni) vorlaufig mitteilten, daB sie durch Methylieren von Alloxazin 
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gelbe Korper erhalten hatten, die die charakteristische Kigenschaft des 
.,.Lumi-Lactoflavins** aufwiesen, aus saurer Wasserl6sung in Chloro- 
form tberzugehen. Obschon keiner von Sterns und Holidays synthe- 
tischen K6érpern mit Lumi-Lactoflavin identisch war, war doch die 
Ubereinstimmung z. B. der Spektren so groB, daB nur der SchluB tibrig 
blieb, daB Lumi-Flavin in die Alioxazinreihe gehért. Offenbar auf Grund 
von Sterns und Holidays Arbeiten fanden nun Kuhn und Rudy [(17), ein- 
gegangen 20. Juni| ,,iiberraschenderweise’*, da Lumi-Lactoflavin im 
Gegensatz zu Lactoflavin bereits Alkylimid enthalt. Endgiiltig be- 
wiesen wurde die Alloxazinnatur der Flavine durch P. Karrer, H. Salo- 
mon, K. Schépp, E. Schlittler und H. Fritzsche [(18), eingegangen 12. Juli 
1934], die durch Bestrahlung von Lactoflavin bei Zutritt von Luft 
6, 7-Dimethyl-Alloxazin erhielten. Gleichzeitig befaBten sich Auhn, 
Weygand und Reinemund [(19), (20), eingegangen 5. und 25. Juli] und 
Stern und Holiday [(21), eingegangen 21. Juli] mit der Konstitution 
des Lumi-Lactoflavins C,,H,.N,0,. Die Arbeit (20) von Kuhn, Reine- 
mund und Weygand brachte die endgiiltige Aufklarung der Konstitution 


durch die Synthese des Lumi-Lactoflavins (6, 7, 9-Trimethy|-isoalloxazin). 


Weitere Einzelheiten iiber die Lumiflavinsynthese findet man in 
den Arbeiten von Kuhn, Rudy und Reinemund (22) (23). Dann (24) 
behaupteten Kuhn und Rudy, sie hatten das Karrersche Lumichrom 


(6, 7-Dimethylalloxazin) schon viel friiher als Karrer u. a. (13) gefunden, 
was Karrer mit Recht bestreitet (25). 


Es handelte sich nun zunachst darum, durch Einfiihren von hydr- 
oxylhaltigen Seitenketten in der 9-Stellung das Lactoflavin selbst 
zu synthetisieren; darum wetteiferten nun Kuhn und Karrer. Kuhn 
und Weygand [(26) (27) (28), eingegangen 23. Oktober, 16. November, 
24. Dezember 1934] konnten tiber synthetische Praparate, ]-Arabinose- 
flavin, die vitaminwirksam waren (27), berichten; erst in der letzten 
Arbeit (29) hatten sie ein reines Produkt bekommen. 

Karrer und seine Mitarbeiter fiihrten zuerst Modellsynthesen von 
lactoflavinahnlichen Verbindungen aus [(29) (30), eingegangen 18. August 
und 16. Oktober 1934] und teilten dann [(31) (32), eingegangen 14. und 
20. Dezember 1934] mit, daB sie verschiedene reine Flavine synthe- 
tisiert und rein kristallisiert erhalten hatten, darunter das 6, 7-Dimethyl- 
9-[l-l-arabityl]-iso-alloxazin, das entweder mit dem _ Lactoflavin 
identisch ist, oder jedenfalls dem Lactoflavin auBerordentlich nahe steht. 
In der Arbeit (32) wird die Einheitlichkeit des natiirlichen Lactoflavins 
in Zweifel gezogen; durch mehrere Umkristallisationen einer groBen 
Menge von Lactoflavin konnten zwei in bezug auf Léslichkeit, optimaler 
Drehung und Vitaminwirkung verschiedenen Fraktionen gewonnen 
werden. Die analytische Zusammensetzung der Fraktionen war indessen 
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identisch. Hiertiber miissen wohl weitere Mitteilungen abgewartet 
werden, vielleicht ist das natiirliche Lactoflavin ein Gemisch von zwei 
oder mehreren Isomeren, von welchem nur die eine das Vitamin B, ist 
In diesem Zusammenhang mag die Arbeit (33) von Elvehjem und Koehn 
erwahnt werden; die Verfasser behaupten, daB das Lactoflavin mit dem 
Vitamin B, nichts zu tun hat, da es sich in ihren Versuchen gegen 
Pellagra als unwirksam erwies, und daB sie farblose Praparate mit 
starker B,-Wirkung dargestellt hatten. Es handelt sich wohl hie 
um eine Nomenklaturfrage: das Lactoflavin besitzt ja bloB einen Tei 
der frither als einheitlich angesehenen B,-Wirkung [vgl. (16)]. 

Wie oben erwahnt, wurde es zu dieser Zeit fiir sicher gehalten, dab 
das Lactoflavin die Wirkungsgruppe des gelben Ferments ware. Kuhn 
und Weygand schrieben sogar (27): ,,Die vorliegende synthetische 
Darstellung eines Vitamins B, bedeutet somit auch die Synthese eines 
Ferments**. Dieser SchluB war indessen voreilig. Gleichzeitig konnte 
ich namlich zeigen, daB bei der Spaltung des von mir rein dargestellten 
gelben Ferments (34) (35) mit Methanol in der Farbstoffkomponente 
| Atom Phosphor pro Mol Flavin auftritt [(36), eingegangen 20. November 
1934]. Die Reindarstellung des Flavin-phosphorsaure-Esters, also der 
Wirkungsgruppe des gelben Ferments, gelang mir ohne — gréBere 
Schwierigkeiten (38). Aus der Arbeit (28) von Kuhn und Weygand 
ging hervor, daB die Angabe tiber die Synthese des Ferments (27) wirk- 
lich auf emem Experiment fuBte; die Verfasser hatten es nach meiner 
summarischen Beschreibung der reversiblen Spaltung des reinen 
Ferments (35) versucht, aus gelbem Rohferment durch Dialyse gegen 
ganz verdiinnte Salzsiure den kolloiden Trager des gelben Ferments 
darzustellen; was sie dann erhielten, wurde mit dem synthetischen 
Farbstoffpraparat zusammengebracht und die katalytische Wirkung 
der Mischung ausprobiert. Uber das Resultat heiBt es (28), daB ,,solche 
Eiweiblésungen bei neutraler Reaktion den Farbstoff nur zu einem sehi 
geringen Teil zu binden vermégen*™. AuBerdem stellte sich heraus, dah 
die geringe katalytische Wirkung unspezifisch war. Wie dies auf einem 
Colloquium in Heidelberg am 26. November 1934 als eine Ferment 
synthese demonstriert werden konnte, bleibt ratselhaft. Das Farbstoff- 


praparat war sicher kupplungsunfaihig, wahrscheinlich auch die Trager- 
substanzlésung, weil aktive Ferment-Eiweib-l6sungen nur unter ganz 
bestimmten Bedingungen zu erhalten sind, die erst in der hier vor- 


liegenden Arbeit beschrieben werden. 

Kuhn und Weygand wenden sich (28) gegen meinen Vergleich 
zwischen dem neuen, ,,gelben, Co-Ferment*’ und einem Nucleotid. Dab 
dieser Vergleich berechtigt ist geht doch daraus hervor, daB beide nach 
dem Schema: Base-Kohlenhydrat-Phosphorsiure zusammengesetzt 
sind. Kuhn und Rudy |(38), eingegangen 22. Januar 1935] haben ver- 
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ucht, durch direkte Phosphorylierung von Lactoflavin das gelbe Co- 
ferment, ,,Vitamin B,-Phosphorsaure’ zu erhalten. Es wurde ein 
Praparat mit der richtigen analytischen Zusammensetzung gewonnen. 
indessen zeigte sich praktisch keine katalytische Wirkung nach Zusatz 
iner ,,Trager-Substanz-Lésung**. Hierzu ist folgendes zu bemerken: 
|. Es ist keine Kontrolle gemacht worden, daB die Tragerlésung aktiv 
war; wahrscheinlich war sie es nicht, siehe oben. 2. P. Karrer hat im 
Dezember 1934 und Januar 1935 Flavin-phosphorsaure-ester durch 
direkte Phosphorylierung dargestellt, die wahrscheinlich mit Kuhns und 
Rudys Praparaten ungefahr identisch waren. Karrers Priparate wurden 
von mir mit aktiver Tragerlésung auf ein Kupplungsvermégen gepriift ; 
das Ergebnis war vollkommen negativ. Dies zeigt, daB die Stellung der 
Phosphorsiure im Molekiil von ausschlaggebender Bedeutung ist. Das 
gelbe Co-Ferment ist nicht eher synthetisiert, als das Praiparat mit dem 
Kiweibtrager gelbes Ferment liefert. 


Isolierung von Flavinen aus verschiedenen Ausgangsmaterialien. 

AuBer den Flavinen aus Eierklar und Milch, deren Isolierung oben 
erértert wurde, sind aus mehreren verschiedenen Quellen Flavine rein 
dargestellt worden. Stern (39) isolierte ein ,,Hepaflavin’’ aus Leber; 
allerdings zweifeln Karrer, Salomon und Schépp (40) an der Reinheit des 


Sternschen Praparats und haben selbst ein analysenreines Produkt 


hergestellt. Es zeigte sich als mit dem Lactoflavin identisch; daran 
glauben auch Kuhn und Wagner-Jauregg (41). P. Karrer und K. Schépp 
stellten das ,,Ovoflavin“ aus Eigelb rein dar (42), es unterschied sich 
nicht nachweisbar von Lactoflavin. 


Auch die aus dem Pflanzenreich rein dargestellten Flavine scheinen 
mit dem Lactoflavin identisch zu sein, z. B. die Flavine aus Lowenzahn- 
bliiten und aus Malz von Karrer und Schépp (43) (44) und das Flavin aus 
Heu von Kuhn und Kaltschmitt (45). Zusammentassend mag also hervor- 
gehoben werden, dafs bis jetzt keine sicheren Unterschiede zwischen den 
Flavinen verschiedenster Herkunft aufgefunden worden sind. Mit Recht 
konnte also Warburg schreiben (46): ,,Doch scheint es, daB die Flavine 
und Lyochrome zusammenschrumpfen auf die Wirkungsgruppe des 
gelben Ferments.“" — Die ,,neue Gruppe tierischer Farbstoffe (Lyo- 
chrome)‘ von Ellinger und Koschara (7) und die ,,neue Klasse von 
Naturfarbstoffen’ von Kuhn, Gydrgyi und Wagner-Jauregg (8) waren 
also, als sie zur Veréffentlichung gelangten, sicher nicht neu; vielleicht 
sind sie, nach dem oben gesagten, auch weder eine ,,Klasse** noch eine 
Gruppe”. 


Die Flavine sind in allen lebenden Zellen und Geweben gefunden 
worden, in denen sie bis jetzt gesucht wurden. Zum grofen Teil wurden 
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sie auch quantitativ bestimmt (durch alkalische Photolyse, Chloroform 
extraktion und Absorptionsmessung). [Siehe hierzu Warburg uni 
Christian (47), v. Euler und Adler (48), und Kuhn, Wagner-Jauregg wid 
Kaltschmitt (49).] Der Nachweis von freien Flavinen in der Pigmentschichi 
der Netzhaut, ist vielleicht von physiologischer Bedeutung fiir das Farh 
sehen; bei einigen Tieren (Fische) handelte es sich hier um extrem grol}: 
Mengen, siehe v. Euler und Adler (50) (51) (52) (53). 


Der kolloide Triger. 


Warburg und Christian zeigten, daB das gelbe Ferment nur kata 
lytisch wirken konnte, wenn die Farbstoffgruppe mit einem kolloiden 
Trager verbunden war. Uber die chemische Natur dieses Tragers haben 
die genannten Verfasser sich jedoch nicht geduBert. Ihre Ferment 
praparate (aus Hefe) enthielten sowohl EiweiB wie Polysaccharid. Diese 
Praparate wurden von Svedberg und Eriksson (54) mit der Ultrazentrifuge 


studiert. Sie zeigten sich polydispers, und das spezifische Volumen war 


ganz anders als fiir EiweiBstoffe. Es war nun nichts anderes zu erwarten, 
weil ja der Hauptteil des Praparats ein Polysaccharid war. Ohne weitere 
Griinde nahmen nun Gyérgyi, Kuhn und Wagner-Jauregg (15) und 
Ruska (55) an, daB in dem Warburgschen Praparat das Polysaccharid 
der kolloide Trager ware, und schrieben von_ ,,Flavo-Polysacchari- 
den‘ (55). Nachdem es mir gelungen ist, das gelbe Ferment aus Hefe 
als einen EiweiBkérper zu charakterisieren, sind die ,,Flavo-Poly- 
saccharide’ aus der Welt geschafft. Seitdem also ein gelbes Fer- 
ment rein dargestellt ist, sprechen nun Wagner-Jauregg, Rauen und 
Moller (56) schon von ,,Flavoproteinen’, einer Gruppe, zu welcher 
das gelbe Ferment aus Hefe gehéren sollte. Ich wiirde es vor- 
sichtiger finden, zuerst wenigstens noch eim neues Mitglied der 
neuen Gruppe darzustellen oder nachzuweisen, bevor wieder von 
einer ,,Gruppe*’ geschrieben wird. Die Flavine kommen gréfSten- 
teils in gebundener, nicht dialysabler Form, d.h. als gelbes Ferment 
in den Organen vor [v. Euler und Adler (48)]. Ausnahmen sind det 
Harn, die Kuhmilch und die Netzhaut, wo die Hauptmenge des 
Flavins frei ist. In den iibrigen untersuchten Organen war das Flavin 
zu 80 bis 100°% gebunden. 


Mit der Entdeckung, daB die Wirkungsgruppe des gelben Ferments 
ein Flavin-Phosphorsaure-ester ist, erhebt sich natirlich die Frage, ob 
die dialysablen, nicht an EiweiB gebundenen Flavine, als freie Flavine 
oder als Phosphorséure-ester vorliegen. Kuhn und Kaltschmitt (57) haben 
diese Frage fiir die Kuhmilch mit dem von mir angegebenen Kata- 


phoreseverfahren (36) schon entschieden; das Flavin ist da nicht an 


Phosphorsaure gebunden. 
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Die physiologische Funktion des gelben Ferments. 


Es sind sich wohl jetzt alle Autoren dariiber einig, daB die Vitamin- 
wirkung der Flavine darauf beruht, daB das Vitamin B, zuerst mit 
Phosphorsaure verestert und das ,,gelbe Co-Ferment™ mit dem spezi- 


fischen EiweiB gelbes Ferment bildet. Das gelbe Ferment hat nun seiner- 
seits sicher irgend etwas mit der Zellatmung zu tun. Wo keine eisen- 
haltige Atmungsfermente vorhanden sind, geht zwar die gesamte Atmung 
iiber das gelbe Ferment, so z. B. in anaerob geziichteten Milchsaure- 
bazillen, wenn sie in Sauerstoff atmen (10). Aber dieser Vorgang ist 
nicht physiologisch; es wird Wasserstoffsuperoxyd gebildet, und die 
Bazillen gehen durch Vergiftung damit zugrunde. In Zellen, in denen 
eisenhaltige Fermente vorhanden sind, kann nur ein kleiner Bruchteil der 
Atmung direkt iiber das gelbe Ferment erfolgen, z. B. in Essigbakterien 
maximal 3°, [Versuche von Reid, siehe (46)], normal nur 0,1°,: in 
Backerhefe ist das gelbe Ferment normal nur fiir 0,5°% der gesamten 
Atmung verantwortlich. Hieraus geht hervor, daB die physiologische 
Bedeutung des gelben Ferments fiir die Zellen noch unklar ist. 


Warburg und Christian, sowie der Verfasser verwendeten in den bisher 
veréffentlichten in -vitro-Versuchen iiber die katalytische Funktion des 
gelben Ferments folgendes System: 


Atmungs-Co-Ferment 

O, — gelbes Ferment — Hexosemonophosphat 
Zwischenferment (aus Hefe oder Blut- 
kérperchen). 


Bertho und v. Zychlinski (58) tauschten einfach das Substrat, Hexose- 
monophosphat, gegen ein anderes aus und bekamen dann keine kata- 
lytische Wirkung. Sie zogen aus diesem Befund den SchluB, daB ,,das 
Warburgsche gelbrote Oxydationsferment in seiner zudem noch un- 
vollstandigen Wirkung als Oxydationskatalysator auf das Substrat 
Hexosemonophosphat beschrankt‘‘ ware. Der SchluB ist falsch: das 
gelbe Ferment ist namlich unspezifisch, dagegen sind die Zwischen- 
fermente substratspezifisch, und somit hatten Bertho und v. Zychlinski 
mit dem auf Hexosemonophosphat eingestellten Zwischenferment aut 
andere Substrate von vornherein keine Wirkung erwarten kénnen. 
Wagner-Jauregg, Rauen und Moller (56) sahen dies ein und nahmen fiir 
ihre Versuche mit anderen Substraten anstatt des Warburgschen 
Zwischenferments einen Phosphat-extrakt von Froschoberschenkeln. 
Die dabei erhaltenen Wirkungen waren indessen so schwach, daB ihre 
Extrakte sicher sehr wenig von den spezifischen Zwischenfermenten 
haben enthalten kénnen. Eine gute Wirkung von gelbem Ferment aut 
die Dehydrierung von Alkohol beobachteten v. Kuler und Adler (59). 
Biochemische Zeitschrift Band 278. 18 
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Experimenteller Teil. 
Die Darstellung des reinen Ferments. 

Die Anregung zu den Versuchen, das gelbe Ferment durch Kata- 
phorese in groBerem MaBstab zu reinigen, kam von den friiher (84) kurz 
beschriebenen Kataphoresen im ,,Apparat fiir Untersuchungszwecke. 
Bei diesen Kataphoresen, welche die Untersuchung der Méglichkeit eine: 
kataphoretischen Reinigung des Ferments zum Ziel hatten, kamen 
konzentriertere Lésungen des Ferments und langere Versuchszeiten 
als sonst zur Verwendung. Die héhere Fermentkonzentration in der 
Lésung (etwa 2°, Chloroform — gereinigtes Ferment) erméglichte auch 
chemische Analysen der Zellenfliissigkeiten. Die lange Kataphoresezeit 
fiihrte eine vollstandigere Trennung des Ferments von den Verun 
reinigungen herbei. Die lonenbeweglichkeit beidem verwendeten py 4,65 

qem 

Sek. . Voit 
Wanderung) bestimmt. In den Reinigungsversuchen wurde der Strom 
so lange (8 Stunden) durchgeleitet, daB sich nach Berechnung die 
wandernden Grenzzonen in der obersten Zelle auf der Kathodenseite, 
bzw. in der untersten Zelle auf der Anodenseite sich am Ende befinden 
muBten. x = 1,19. 10-3, Stromstarke 5 Milliamp. Die Zellenfliissigkeiten 
wurden herauspipettiert und 5 Stunden dialysiert, dann die Konzentra- 
tion des zuriickgebliebenen Natriumacetatgehalts durch Leitfahigkeits- 
messungen ermittelt. Sie betrug in den verschiedenen Fliissigkeiten 
zwischen 5 und 10°, vom Wert vor der Dialyse. Die Essigsaiure spielt 
praktisch keine Rolle fiir die Leitfahigkeit. Dann wurden Trocken- 
rickstands-, Stickstoff- und Fermentwirkungs-bestimmungen in den 
verschiedenen Lésungen gemacht. Die Trockenriickstiénde wurden fiir 
den (kleinen) Gehalt an Natriumacetat korrigiert. Es befand sich in den 
beiden obersten Zellen auf der Kathodenseite das Ferment praktisch 
in reiner Form. Der in der ersten Arbeit (34) angegebene Wert von 
0,3°, Photoderivat (.Z = 256) war unter der Annahme des absoluten 
Absorptionskoeffizienten = 2,7 . 107 qem/Mole fiir Ferment bei 465 my 
berechnet; da der richtige Wert (siehe unten) 2.4.10* betragt, be- 
rechnet sich beim Einsetzen des Molekulargewichts 456 fiir das ,,gelbe 
Co-Ferment*‘, der Gehalt an diesem zu 0,6°%, also fast ebenso, wie 
spater fiir das in gréBerem Mabstab rein dargestellte Ferment, sieh« 
weiter unten, Tabelle I, gefunden wurde. Der angefiihrte Versuch 
scheint dem Verfasser ein schénes Beispiel fiir die Verwendbarkeit de: 
Kataphoresemethode zur Reinigung von Fermenten darzustellen. De: 
Gehalt an reinem Ferment stieg durch die Kataphorese von 3% au! 
fast 100%). 


€ 


war in besonderen Versuchen zu — 3,8. 10-5 (kathodische 


Es wurde dann eine Mehrzahl von Praparationen im groBen Apparat 


, fiir priparative Zwecke** unternommen. Ein Beispiel dafiir ist in de? 
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orhergehenden Arbeit angefiihrt. Die Kataphoresen im groBen Apparat 
eferten nicht direkt reine Fermentlésungen, was iibrigens nicht zu 
erwarten war. Das py der Lésungen wurde naimlich etwas niedriger als 
4,65 gewahlt, um die Wanderung zu beschleunigen. Infolgedessen war 
etwas verunreinigendes EiweiB positiv geladen und wanderte also in 
derselben Richtung wie das Ferment. Da dieses EiweiB sich leicht ent- 
fernen lieB, spielte dieser Umstand eine geringe Rolle. Die Menge des 
mitwandernden* Eiweibes hangt davon ab, wie energisch man die 
Vorreinigung mit Chloroform vorgenommen hat. Der Hauptzweck der 
Kataphorese liegt in der Entfernung der groBen Menge Poly- 
saccharid, welche die direkte Reinigung des Ferments durch Aus- 
salzen verhindern, 


Weitere Reinigung nach der Kataphorese. 


Das pu und die Leitfahigkeit der das Ferment enthaltenden Lésung 
wurde gemessen und dann so viel n NaOH tropfenweise hinzugegeben, 
daB ein berechnetes px von 5,2 erreicht wurde. Die Lésung enthielt 
in jeder Darstellung etwa 3 mg Flavin (.V = 376). Dann wurden zwei 
Volumen gesattigter Ammoniumsulfatlésung zugegeben und das aus- 
vefallene Ferment abzentrifugiert. Die klare Mutterlauge war immer 
praktisch farblos. Der Niederschlag wurde dann dreimal in 50 ccm 
Acetatpuffer von px 5,2 (10 Volumen n/10 Essigsiure + 7,7 Volumen 
n 10 NaOH) gelést und mit 100 ccm gesattigter Ammoniumsulfat- 
lésung umgefallt. Die Mutterlauge nach der letzten Umfallung soll 
keine Triibung mit mehr Ammoniumsulfat geben; wenn dies der Fall 
ist, wird weiter umgefallt. Bei diesen Umfallungen gingen nur etwa 
25%, von der Gesamtmenge des Ferments verloren. Dann wurde 


der nunmehr stark gelbe Niederschlag in 25 ccm Acetatpufferlésung 


gelést, 20 cem gesattigte Ammoniumsulfatlésung zugegeben und kleine 
Mengen von ungefarbten Verunreinigungen abzentrifugiert. Die klare, 
das Ferment enthaltende Mutterlauge wurde darauf in einem Zello- 
phanschlauch bei 0° gegen eine Mischung von 1 Volumen Acetatpuffer 

2 Volumen gesattigter Ammoniumsulfatlésung iiber Nacht dialysiert. 
Das sodann ausgefallene Ferment bildete regelmaBig Koérper, die mikro- 
skopisch wie Kristalle aussahen: sie waren etwa so groB wie rote Blut- 
kérperchen, manchmal etwas gréBer, unten ziemlich gleich groB und mit 
geraden Kanten. Sie setzen sich beim Stehen ziemlich schnell ab, 
wahrend sich ein amorpher Niederschlag aus dieser Mutterlauge nur 
schwer abzentrifugieren laBt. Sie sind viel starker gelb gefarbt als im 
amorphen Zustande. Meistens leuchten diese Gebilde zwischen ge- 
kreuzten Nicols nicht. Zweimal habe ich jedoch auch unzweifelhafte 
Kristalle erhalten, die im Polarisationsmikroskop hell aufleuchteten. Sie 
zeigten ziemlich unregelmaBige Form; die Kanten umgrenzten plumpe, 
kurze Prismen oder mehr oder weniger kubische Gebilde. 


18* 
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Kinige Tatsachen uber verschiedene Fermentdarstellungen sind i: 
in der Tabelle 1 zusammengefaBt. 


Tabelle LI. 





VI 


_ 


an 


Ausbeute 
an reinem 
Ferment 


apparat 


Bemerkungen 


Ausbeute im 
Kataphorese- 


Ausbeute 
g Trockengewicht 


g Trockensubstanz 


: la, 1b, le: Eine Lisung 
von 1 bei py, 5,2 mit An 
moniumsulfat fraktioniert 
la = 597», 1b = 77%, 1 
= 12°/9 von der urspriing 
lichen Menge, zusammer 
94 9/5. 


74 000 


“Ibo S or 
, S 
lis 

—_) 


71500 —30° | 0.12 2: Das Priparat 2 wurde bi 
Les — 279 3 4 { PH 5,2 mit Ammoniumsulfa 
fraktioniert. 2a = die erst< 
2b = die letzte Fraktion 
2a bestand teilweise aus 
stark doppelbrechenden Kri 

stallen. 


75000 — 30° 5 3: Mit Ammoniumsulfat frak- 

A pe tioniert wie in Nr.2; doch 
wurde dieses Mal die Haupt- 
menge schon als erste Frak 
tion, 3a, ausgefillt. 


: Elementaranalysen s. unter 
Tabelle II. 


70 000 - a: Wasserlisung von 4 + frei 
Wirkungsgruppe s. unten 


72 000 7 H 5: In drei Portionen 3 Tag 
; ons hintereinander mit dem 
| Mittel: 57% Kataphoreseapparat  gerei 
nigt. Kiihlung mit strié 
| mendem Leitungswasser 
statt mit Eis. 


Die angefiihrten fiinf Fermentpraiparate waren aus Hefe, jedes fii 
sich gewonnen. 

In der Kolumne II findet man den lichtelektrisch bestimmten 
Gehalt der Praparate an ,,gelbem Co-Ferment‘, also Mol.-Gew. = 456 
Die Kolumne III zeigt das Molekulargewicht des gelben Ferments unte1 
der Voraussetzung berechnet, daB ein Mol Farbstoff sich mit einem Mol 
EKiweiB verbindet. Wenn das Ferment rein gewesen ist, kommt natiir 
lich bei dieser Berechnungsweise ein Minimalwert heraus, weil es ja 
denkbar ware, da} sich zwei oder mehrere Molekiile Farbstoff mit einem 
entsprechend gréBeren Molekiil Eiwei8 verbinden wiirden. 
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Die Kolumne V zeigt das durch Eintrocknen eines aliquoten Teiles 
bestimmte Trockengewicht des bei jeder Darstellung gewonnenen 
Priparats. Die Kolumne VI zeigt die mit lichtelektrischer Absorptions- 
messung ermittelte Ausbeute an reinem Ferment, wobei das nach 
Warburg und Christian mit Chloroform gereinigte Fermentpraparat als 
Ausgangsmaterial gerechnet ist. Die Kolumne VII zeigt die Ausbeute 
im Kataphoreseapparat ,.fiir praparative Zwecke’, wobei sich die 
Zahlen auf dasselbe Ausgangsmaterial beziehen. 

Das Prdparat 1 wurde nach der obigen Beschreibung erhalten. 
Dann wurde das Verhalten des Praparats bei feinerer Ammonium- 
sulfatfraktionierung gepriift. In Ubereinstimmung mit z. B. Northrops 
Reinheitsprifung auf Trypsin wurde bei dem isoelektrischen Punkt 
(pu = 5,2) zu einer Lésung von 0,22 g Ferment in 10 cem Acetatpuffer 
n 10, pa = 5,2 zuerst so viel Ammoniumsulfat gegeben, dab ein Nieder- 
schlag eben aufzutreten anfing (Fraktion la, 5°, von der Gesamtmenge 
Ferment. Sattigungsgrad mit Ammoniumsulfat etwa 55%). Dann 
wurde durch weitere Zugabe von Ammoniumsulfat die Hauptmenge, 
77°. ausgefallt (Fraktion 1b). Der Sattigungsgrad mit Ammonium- 
sulfat betrug dann etwa 60°. SchlieBlich wurde der Sattigungsgrad mit 
Ammoniumsulfat auf 65°, erhéht, wobei die Fraktion le, 12°, von der 
Gesamtmenge, ausfiel. Die drei Fraktionen wurden in Wasser gelést 
und gegen dest. Wasser dialysiert. Dann wurde in den Lésungen die 
Farbstoffmenge (lichtelektrisch) und die Substanzmenge (bei 105° zur 
Konstanz getrocknet) bestimmt. Die Resultate gehen aus der Tabelle I 
hervor. Die erste und die letzte Fraktion, la bzw. le, waren etwas 
unreiner, die Zwischenfraktion 1b etwas reiner als das Ausgangs- 
material 1. Die Unterschiede waren allerdings nicht groB:; weiter konnte 
man aus dem Versuch ersehen, da} es sich jedenfalls kaum lohnte, eine 
kleine, erste Fraktion abzutrennen. Wenn la und 1b zusammen aus- 
gefallt waren, hatte man ein Produkt mit 6,1°/9) P-Ester, statt 6,2° 99 
in der Fraktion 1b bekommen;: dieser Unterschied ware unwesentlich. 
Sogar das Aussalzen aller drei Fraktionen zusammen hatte ein Produkt 
mit 5,9°/9) P-Ester gegeben. Diese Zahl liegt nun etwas hodher als fur 
das Ausgangsmaterial, 5,5°/9). Es ist also offenbar, daB etwas Verun- 
reinigungen in der Mutterlauge bei 65°% Ammoniumsulfatsattigung 
zuriickgeblieben sind. 

Bei der Darstellung 2 wurde deshalb so verfahren, dab das Praparat 
in zwei Fraktionen mit Ammoniumsulfat ausgesalzen wurde. Die zuerst 


ausgefallene, 2a, erwies sich, wie erwartet, als am reinsten, da sie 6,4° 99 
Ester enthielt. 

Bei der Darstellung 3 wurde die Hauptmenge als erste Fraktion, 3a, 
ausgefallt. Die Ausbeute an reinerer Fraktion wurde dabei natiirlich 
viel héher, dafiir aber der Reinheitsgrad etwas schlechter. Die zweite 
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Fraktion enthielt absolut genommen sehr wenig Ferment mit etw 
35°, Verunreinigungen. 

Es lieBe sich nun denken, daB die Verunreinigungen aus der Kiwei/; 
komponente des Ferments bestanden; es ware ja durchaus méglich, dai) 
bei der Kataphorese, bei den Ammoniumsulfatfallungen und bei d 
letzten Dialyse kleinere Teile vom Ferment gespalten wirden, wobx 
also der Farbstoff verschwinden und die EiweiBkomponente zuriick 
bleiben muBte. Darum wurde manometrisch gepriift, ob ein Zusat: 
von freier Wirkungsgruppe die Wirksamkeit des Praparats 4 erhéht: 
Ich fand: 38°. Gasraum Sauerstoff. Einsatz 0,2cem Kalilauge. Inhalt 
der Birnen bei t = 0 eingekippt: 


Tabelle IL. 





Hauptraum: 0,3 mol. 
Kaliumhexosemono- 
phosphat. .... ; 0.2 eem 0,2 com) 0,2 cem 0,2 cem 0,2 ex 


Co-Fermentlésung, 

5 Wirkungseinhei- 

ten procem ... ; ae 0 1,0 1,0 
m/25 KCN-Loésung . & 02 , 2 0,2 0,2 
a an : 0,80 ,, , 0,75: , R 
Zwischenferment- 

IOMURR. 4 cc ek F io 1,0 1,0 
Birne: Wasserlosung 

von 4,3 mg_ gelbes 

Ferment pro ccm 0,05 ,, 0,10 0,05 
Wasserlosung yon 

freiem P-Kster, 50 

pro cem Wasser. . 0,05, 0,05 

emm Q, nach 10 Min. 

abeorbiert ... . 54,1 28,1 59,4 32,5 

emm Oy, nach 20 Min. 

absorbiert .... 97,8 50,6 110 58,8 1,9 


Man ersieht durch den Vergleich von I und II, III und IV, dali 
bei der gewahlten Versuchsanordnung die Reaktionsgeschwindigkeit de1 
zugegebenen Menge von gelbem Ferment annahernd proportional ist: 
die freie Wirkungsgruppe gibt allein keinen Zuwachs der Geschwindigkeit. 
vgl. V und VI. Dagegen steigert die freie Wirkungsgruppe die Ge- 
schwindigkeit in Anwesenheit des gelben Fermentpraparats, und zwai 
um 12,5 bzw. 16.3%, im Mittel 14,4°%. Dies kann nur so gedeutet 
werden, daB das gelbe Ferment, wie angenommen wurde, freie Eiweifi- 
komponente enthielt, und zwar in einer Menge von 12 bis 13% vom 
Praiparat. Unter der Bezeichnung 4a ist berechnet, wie viel das mit 
freier Wirkungsgruppe gesiattigte Ferment 4 an Wirkungsgrupp: 
(M = 456) gebunden halten kénnte. Die ermittelte Zahl 6,5 ist fast 
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senau so gro wie die besten praiparativ erhaltenen. Es ist wohl 
vahrscheinlich so, daB das, was man durch die in der Tabelle I wieder- 
segebenen Ammoniumsulfatfraktionierungen wegschaffen kann, gréBten- 
teils die freie EiweiBkomponente des Ferments ist. 

Die mitgeteilten Ergebnisse lehrten, daB das kristallisierte gelbe 
Ferment in bezug auf Ammoniumsulfatfraktionierung praktisch ein- 
heitlich war. Es lieB sich nun denken, daB es doch mit anderen Eiweib- 
kérpern vermischt ware, wenn diese genau dieselben Fallungsgrenzen 
fiir Ammoniumsulfat bei pu 5,2 wie das gelbe Ferment besaBen. Darum 
wurde ein Praparat mit 5,5° 9) P-Ester (nicht in der Tabelle) bei py 5,19, 
also ungefahr am isoelektrischen Punkt, einer langwierigen Kataphorese 
im ,,Apparat fiir Untersuchungszwecke unterworfen. Dann wurden 
kolorimetrische Farbstoffbestimmungen und Stickstoffbestimmungen in 
den Zellfliissigkeiten ausgefiihrt. Ich fand bei pu = 5,19; x = 1,35 
. 10-8 rez. Ohm (Acetatpuffer); t = 5 Stunden (18000 Sekunden); Tem- 
peratur = 20°C; Anfangsgrenzschicht zwischen den Zellen 3 und 4, 
das Folgende: 

Tabelle III. 





Kathode Anode 


Stickstoff * Gelbes Ferment * Stickstoft* Gelbes Ferment * 


0 0 0 0 
<5 0 1 0 
26,5 22 7 etwa 4 
99 96 78 78 
101 100 99 100 
100 100 100 100 


* Die in einer mit (2cem) Versuchslésung gefiiliten Zelle enthaltene Menge von Stick- 
stoff bzw. Ferment ist = 100 gesetzt. 


Das Ferment zeigte also bei pu 5,19 eine schwache kathodische 
qem 
Sek. . Volt" 
Offentlichten Versuche (34) mit Rohferment gab bei pu 5,26 
qem 
Sek. . Volt 
unsicherer als der Versuch mit reinem Ferment. Der isoelektrische 
Punkt wurde in der ersten Arbeit (34) zu 5,15 angegeben. Ein 
richtigerer Wert ist 5,25 + 0,03. Damit stimmte auch das Ergebnis 
einer weiteren Kataphorese mit reinem Ferment iiberein, die bei pq 5,15 
qem 
Sek. . Volt 

Aus der Tabelle III ist ersichtlich, daB im ganzen das Ferment und 
der Stickstoff zusammen gewandert sind; die angefiihrten Zahlen 


Wanderung, u = — 0,54. 10-5 Kiner der friiher  ver- 


u = + 0,53 .10-5 Der letzte Wert ist wahrscheinlich etwas 


u= —1,3.10-5 gab. Siehe Abb. 1. 
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bedeuten Prozent Stickstoff bzw. Ferment von den Werten in der 
Versuchsl6sung. Die kleinen Unterschiede zwischen Ferment und Stick 
stoff beruhen wohl darauf, daB das verwendete Praparat sicher etwas 
Verunreinigungen enthielt (5,5° oo P-Ester, statt 64° 5, in den besten 
Praparaten). 


Der Versuch lehrt, daB das Praparat praktisch kein EiweiB von 
anderem isoelektrischen Punkt als das Ferment enthielt. Die Kata 
phorese muB als Reinheitsprobe fiir sehr scharf angesehen werden. Man 
kann sich dies folgendermaBen klar machen: hatte das Praparat z. 


50°, eimes anderen EiweiBkérpers 
als Ferment enthalten und ware dei 
isoelektrische Punkt dieser Verun- 
reinigung um nur 0,05 px-Einheiten 
von demjenigen des Ferments ver- 
schieden, so muBte diese Verunreini- 
gung doppelt so schnell wie das Fer- 


.s 
Anodisch 


> 


Wanderung in cm/ Sek = Volt 


% 


ment bzw. gar nicht gewandert sein 
(bei pu 5,19), was sich ja leicht bei 
den Analysen herausgestellt hatte 


x Rohferment Es lagen nun drei verschiedene Tat- 
@feines Ferment 





T 


Kathodisch 


sachen vor, die dafiir sprachen, dab 
das gelbe Ferment wirklich rein war: 


! 
. 
x 





sieemninis ‘ 1. In verschiedenen Darstellungen 

Abb. 1. wurden Praparate mit demselben 

Gehalt an Farbstoff erhalten, siehe 

Tabelle I. 2. Das Material lieB sich durch Fraktionieren mit Ammo- 

niumsulfat nicht weiter reinigen. 3. Es enthielt kein Eiwei8 von einem 
anderen isoelektrischen Punkt als das Ferment. 


Die in der Kolumne III, Tabelle I, wiedergegebenen Molekular- 
gewichte sind, wie oben erwahnt, unter der Voraussetzung berechnet, 
da8B sich ein Mol. Farbstoff mit einem Mol. EiweiB verbindet. Die Werte 
deuten auf ein Molekulargewicht von 70000 hin; dieses ist genau so 
hoch wie das des Hamoglobins und gleich 2 . 35000 des ,,Ur-Protein- 
Molekiils* von Svedberg. Dank dem Umstande, daB die Wirkungsgruppe 
des Ferments gefarbt ist, laBt sich mit der Svedbergschen Ultrazentrifu- 
gierungsmethode entscheiden, wie hoch das Molekulargewicht des 
Ferments selbst ist. Weiter lat sich die Frage nach der Einheitlichkeit 
des Materials in bezug auf Sedimentationsgeschwindigkeit und Molekular- 
gewicht durch Vergleich zwischen den Sedimentationsgeschwindig- 
keiten bei der Verwendung von sichtbarem bzw. ultraviolettem 
Licht beantworten. Solche Untersuchungen sind in Svedbergs Institut 
im Gange. 
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Kigenschaften des reinen Ferments. 
Elementare Zusammensetzunq. 

Der Stickstoffgehalt der verschiedenen Darstellungen war 15,7 
L 0,494. Vollstaéndige Kohlenstoff-, Wasserstoff- und Stickstoffanalysen 
wurden mit Praparat 4 ausgefiihrt. (Herr W. Liittgens.) Das Material wurde 
bei 60° in Hochvakuum getrocknet. 

C- und H-Bestimmung (Pregl): 
. 3,394 mg gab 6,444 mg CO,, C = 51,7896, 2,230 mg H,O; H 
2. 3,666 mg gab 6,885 mg CO,, C = 51,22, 2,422 mg H,O; H 

C-Mittel = 51,50 ; H-Mittel = 7,37. 

Stickstoffbestimmung nach Dumas-Pregl: 
Eingew. 4,131 mg. V = 0,570 cem N,; p = 756 mm; t = 20,69; N 15.96%. 
Eine zweite Bestimmung mit der Mikro-K jeldahl-Methode ergab: N 15,8%. 

N-Mittel 15,9%. 


Weiter enthalt das reine Ferment (Préaparat 5) 0,043°5 Phosphor. 


Die absolute Lichtabsorption. 

Das absolute Absorptionsspektrum des gelben Ferments im sicht- 
baren Licht wurde schon von Warburg und Christian (4) durch Methylen- 
blautitration und Lichtschwachungsmessungen ermittelt. Doch waren 
diese Bestimmungen mit ziemlichen Fehlern behaftet (— 25°,), und es 
war deswegen notwendig, die Werte mit dem reinen Ferment zu kon- 
trollieren. 

Vor der Auffindung des Phosphorgehalts der Wirkungsgruppe 


wurde eine Konzentrationsbestimmung durch Hydrierung mit Wasser- 
stoff und Palladium gemacht. Das Ferment lieB sich so nicht hydrieren. 
Deshalb muBte ich einen Umweg einschlagen. Die Absorption einer 
Fermentlésung wurde bei 465mu genau gemessen. Dann wurde 
1 9 Volumen n HCl zugegeben. Hierdurch tritt vollstandige Abspaltung 
der Wirkungsgruppe ein; die Lésung bleibt vollkommen klar. Die Absorp- 


tion der Lésung wurde nunmehr bei dem bis 445 my verschobenen 
Maximum gemessen. Dadurch konnte das Verhdltnis der 
fp Ferment, 465 mu 
fp Wirkungsgruppe in n 10 HCl, 445 mu 
berechnet werden. Es betrug 0,93 (im Mittel aus drei gut tberein- 
stimmenden Messungen). Die Zahl ist natiirlich fiir die Verdiinnung 
durch HCl korrigiert. Die Wirkungsgruppe in n/10 HCl absorbiert 
also etwas starker bei 445 mu als das Ferment bei 465 mu. 

Dann wurde eine Wasserlésung des gelben Ferments mit 3 Volumen 
Methanol gefallt, wobei im wesentlichen ja die EiweiBkomponente aus- 
fallt, die freie Wirkungsgruppe in der Lésung bleibt. Die Lésung wurde 
bei gelbem Licht eingedampft, der Riickstand in Methanol aufgenommen, 
vom Ungelésten abzentrifugiert und nochmals zur Trockne eingedampft. 
Der Riickstand, der die freie Wirkungsgruppe enthielt, wurde nun in 





278 H. Theorell: 


einem kleinen Volumen Wasser aufgenommen. 0,07ccm der der Lésung 
wurden mit 5cem Wasser verdiinnt, dann die Absorption bei 445 my, 


, , I 
lichtelektrisch gemessen. d = 0,555em. Erhalten wurde —° 1,99. 


0,688 . 5,07 
In 1,99 = 0,688; = 49.8. 
0,07 
Dann wurden 0,40 cem der Lésung in der Birne eines kegelf6rmigen 
GefaBes iiber Schwefelsiure eingetrocknet, dann noch 0,25 cem in die 
Birne hineinpipettiert. In den Hauptraum kamen 2 ccm Wasser 
10mg Palladiummohr. Als Kontrolle diente ein GefaB mit Wasser 
statt Losung in der Birne. Beide GefaBe wurden mit Wasserstoff gefiillt. 
Nach fiinfstiindigem Schiitteln bei 18° wurde kein Wasserstoff mehr 
aufgenommen. Dann wurde eingekippt. Nach 75 Minuten waren 
46,2 cmm H, aufgenommen. Es erfolgte in weiteren 3 Stunden keine 
Aufnahme mehr. Weil 1 Mol. H, pro Mol. Farbstoff aufgenommen 
: si 46,2 
wird, berechnet sich die Molaritat der Lésung zu = 3,18 
0,65 . 22400 
. 10-3 Mol pro Liter. Zur Kontrolle wurde die Lésung aus dem Versuchs- 
gefaB ausgespiilt, mit Luft geschiittelt, wobei die gelbe Farbe zuriick- 
kehrte, auf 15 ccm aufgefiillt und das Palladium wegzentrifugiert ; 
dann wurde die Absorption bei 445 my, d = 0,55cem gemessen.  Er- 
2,08 . 15 


I 
halten wurde —° = 8,00; n8 = 2,08; = 48,0. Mittel aus 49,8 
I 0,65 


und 48,0 = 48,9. 
Dann wurde das Verhaltnis 
B 445 Wirkungsgruppe in Wasser 
6 445 Wirkungsgruppe in n/10 HC) 
zu 1,07 bestimmt. 

Aus den gefundenen Zahlen ergab sich: 

] ] 
3,18. 10-3” 0,555 
qem 
Mole’ 


6 445, Wirkungsgruppe in Wasser = » 48,9. 108 


= 2,77 . 10? 


9°°°7 


8 445, Wirkungsgruppe in n/lOHC] = ca 10? = 2,59 .10-? aie’ 
qem 
Mole’ 

Der ermittelte Wert liegt etwas (20°,) niedriger als der von Warburg 
und Christian (4) angegebene wahrscheinliche Wert von 3. 107. 

Als ich gefunden hatte (36), daB das Ferment 1 Mol. Phosphor 
pro Mol Farbstoff enthielt — die EiweiBkomponente war phosphorfrei, 
der Farbstoff enthielt 1 Mol P —, wurde eine direkte Konzentrations- 


B 465, Gelbes Ferment in Wasser = 2,59.0,93.107 = 2,41. 107 
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bestimmung der gebundenen Wirkungsgruppe durch Phosphoranalysen 

an ungespaltenem Ferment méglich. Da es nach dem friher Gesagten 

aéuBerst wahrscheinlich ist, daB 1 Mol. Wirkungsgruppe mit 1 Mol. 

EiweiB verbunden ist, wird also die molare Konzentration an Ferment 
der Konzentration des Phosphors. 

In einer Wasserlésung des Praparats 5, Tabelle 1, wurde teils die 
Lichtabsorption bei 465 mu, teils der Phosphorgehalt bestimmt. Der 
aus den Bestimmungen ausgerechnete absolute Absorptionskoeffizient 
> qem 

Mole’ 
nach der ersten indirekten Methode ausgefiihrten Messung iiberein- 
stimmt. Der Wert Py; i 

2.4.107 ist in dieser * 2a 


+ 
Arbeit tiberall fiir die Be- A ian 


wurde: PB = 2,44. 10 was ja vorziiglich mit dem Resultat der 


rechnung der Mengen von 
gebundener Wirkungs- 


9 

8 

7 
gruppe verwendet worden. , 
Das__lichtelektrisch — ge- 5 
4 

3 

2 

1 

g 








messene absolute Absorp- 

tionsspektrum des Prapa- 

rats 1b, Tabelle I, ist in 

der Abb. 2 dargestellt. Nes 
Das Spektrum zeigt ee *Welenlange ns stn: 

drei gut ausgebildete Maxi- Abb. 2. 

ma bei 265, 380 und 465 mu, 

weiter zwei angedeutete Maxima bei 290 und 498 mu. Vom Minima 

sind drei gut ausgebildete vorhanden, bei 240, 320 und 415 mu. 








Tabelle IV. Absorptionskoeffizienten der Maxima und Minima. 





r - qem z qem 
Wellenlange mu Po’ sole Wellenlinge mu -10-7 Mole 


240 ( Min.) 380 (Max.) 2,22 
265 (Max.) 415 (Min.) 1.16 
290 (Max.) : 465 (Max.) 2,42 
320 (Min.) 8 495 (Max.) 1,79 





Das Spektrum im Sichtbaren ist bereits von Warburg und Christian 
bestimmt. Das Spektrum im Ultraviolett dagegen konnte nicht eher 
untersucht werden, als das Ferment von den Verunreinigungen befreit 
war. Es ist nun interessant zu sehen, wie sich nicht allein die Haupt- 
bande im Sichtbaren um 20 mu gegen das Langwellige bei der Kupplung 
der Wirkungsgruppe an Eiweifs verschiebt, sondern auch die Banden im 
Ultraviolett dieselbe Verschiebung erfahren: von 350 bis 380 mu, von 
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270 bis 290 mu. Die Bande 265 my. riihrt vom Eiweif her. Die absolute 
Hohe der Absorptionsmaxima andert sich durch die Kupplung an 
EiweiB nicht viel, aber sicher etwas. Die Bande 290 mu hat zwar einen 
hohen Absorptionskoeffizienten, aber dieser summiert sich aus det 
Absorption des Farbstoffs und aus der bei dieser Wellenlange schon in 
Betracht kommenden Absorption des EiweiBes. Die Banden 380 und 
465 mu stammen dagegen ausschlieBlich vom Farbstoff her. Die Bande 
380 mu ist etwas hdher als die Bande 350 my vom Photoderivat (9). 
Die Bande 465 mu ist dagegen niedriger als die Bande 445 muy. der 
Wirkungsgruppe (2,42 bzw. 2,77 . 10%). 

Die Drehung des gelben Ferments ist in wasseriger Lésung — — 30°, 
siehe Tabelle I. Da die EiweiBkérper linksdrehend sind, laBt sich diese 
Konstante als Probe auf Reinheit fiir das gelbe Ferment. natiirlich 
schlecht verwenden. 

Fadllungsverhdltnisse. 


Wenn man das reine Ferment in Acetatpufferlésung von py 5,2 


bringt und Ammoniumsulfat zugibt, beginnt es bei 53 bis 55°, Sattigung 
auszufallen. Bei 67°, Sattigung ist es praktisch vollkommen ausgefallt. 
Das pu ist natirlich von Bedeutung. Der Sattigungsgrad 67°, geniigt 
bei neutraler Reaktion bei weitem nicht, um es quantitativ auszufallen. 
Die Polysaccharide in den Rohfermentpraparaten verschieben die 


Fallungsgrenzen fiir Ammoniumsulfat nach oben; dies ist der Grund, 
warum die Polysaccharide durch Kataphorese weggeschafft werden 
miissen. Die Polysaccharide schiitzen das Rohferment auch gegen dic 
spaltende Einwirkung der organischen Lésungsmittel. Dies wird besonders 
auffallend, wenn man bedenkt, daB die Rohfermentpraparate durch 
Fallung mit Aceton und Methanol aus wasseriger Lésung dargestellt 
werden. Das reine Ferment ertragt diese Behandlung nicht: von 
3 Volumen Methanol wird die Wirkungsgruppe augenblicklich quanti- 
tativ abgespalten; Aceton spaltet auch weitgehend. 

Man hatte nach diesen Resultaten glauben kénnen, daB die Wirkung 
des Polysaccharids auf irgendeiner Verbindung zwischen Ferment und 
Polysaccharid beruhe ; solche Verbindungen von EiweiB—Polysacchariden 
sind z. B. von v. Przylecki (60) und Mitarbeitern angegeben, z. B. Myosin 

Glykogen. Das gelbe Ferment ist jedoch nicht mit dem Polysaccharid 
verbunden: Das Ferment wandert bei der Kataphorese unabhangig vom 
Polysaccharid, und der isoelektrische Punkt des Ferments wird durch 
das Polysaccharid nicht verschoben. Die Einwirkung des Polysaccharids 
auf die Fallungsgrenzen des Ferments mu somit eine reine ,,Schutz- 
kolloidwirkung** sein. Jedenfalls ist die Erscheinung interessant; sie 
kann vielleicht in praparativer Hinsicht auf andere Fermente an- 
gewendet werden. 
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Die katalytische Wirkung des reinen Ferments ist genau so grok wie 
die des Rohpraparats. Das zeigt folgender Versuch. 


Tabelle V. 


38°C. Einsatz 0,2 cem Kalilauge. Gasraum Sauerstoff. 





Hauptraum: 0,3 mol. Kaliumhexose- 

WOOHODROMBDRS. 5. <c-e he ee 2 ecm 0,2 cem 0,2 cem 
Co-Fermentlésung, 5 Wirkungseinheiten 

Oe ea? he cst Ges ew Ke , eG 1,0 
Zwischenfermentlésung (aus Hefe) . . 2,0 


Birne: Losung von verschiedenen, gelben 
Fermentpraparaten, 1 y Wirkungs- 


gruppe (M = 456) pro 0,25 cem, bei 
+0 aus der Birne. 


ccm Oy in 10 Min. aufgenommen. . . 26 


Lésung a: Gelbes Rohferment. Lésung b,: Reines, gelbes Fer 
ment. Lésung b,: Ein Teil der Lésung b,;, im Vakuum_ iiber 


Schwefelsaure eingetrocknet, dann wieder zu demselben Volumen in 
Wasser gelost. 

Die Ausschlige sind unter den gewahlten Umstanden der Menge 
von gelbem Ferment proportional, wie Kontrollen wenigstens bis zu 
Ausschligen von 60 cmm O, pro 10 Minuten zeigten. 


Das reine Ferment in b, zeigt ebenso groBe Wirkung wie das unreine 
in a. Nach Eintrocknen (b,) war die Wirkung méglicherweise etwas 
kleiner, aber der Unterschied liegt wohl innerhalb der Fehlergrenzen. 
Vorsichtshalber bewahre ich das reine Ferment immer bei 0 bis 2° 
unter ?/, gesittigter Ammoniumsulfatlésung bei px 5,2 auf. Dann 
ist es monatelang haltbar. 

Die Versuchsergebnisse in der Tabelle V erlauben, die Wechselzahl 
des gelben Ferments unter den gewahlten Bedingungen zu berechnen. 
Weil das reduzierende System in groBem UberschuB anwesend ist, liegt 
beim stationiéren Zustande das Ferment praktisch ausschlieBlich in der 
reduzierten Form vor; die Reaktionsgeschwindigkeit ist teils der Kon- 
zentration des gelben Ferments, teils dem Sauerstoffdruck proportional, 
AuBerdem ist sie natiirlich von der Temperatur abhangig. Man kann 
also aus den Versuchsresultaten die mazimale Wechselzahl eines Ferment- 
molekiils pro Zeiteinheit bei 38° und Sauerstoff von Atmospharendruck 


berechnen. 
, 
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1 » Wirkungsgruppe (.V = 456) gibt 2,7 cmm O, Aufnahme pro Minute. 


ms 


2,2. 10-8 Millimole. 2,7 emm O, 
. 22400 


1,20 . 10-4 Millimole O,, 


26. 10-* 


2,2.10°° 


d.h. die Wechselzahl 55 pro Minute. 


Mit anderen Worten: unter den gegebenen Umstanden macht jedes 
Fermentmolekiil einen vollsténdigen Oxydoreduktionszyklus in 1,1 Se- 
kunden durch. Die gefundene Zahl stimmt mit der von Warburg und 
Christian (11, S. 398 und 402) beobachteten tiberein; sie fanden die 
maximale Wechselzahl 50 (38°, 100°, Sauerstoff, wenig gelbes Ferment 
1 ccm cytolysierte Blutkérperchen). Ftir Milchsaurebakterien ergab 
sich der Wert 30, d.h. die katalytische Wirksamkeit des gelben Ferments 
reicht gut aus, um die ganze Atmung der Bakterien zu leisten. 


Die reversible Spaltung des gelben Ferments. 


Dialysiert man in der Kalte (0 bis 2°) eine salzfreie wasserige Lésung 
'e , a) 


von etwa 3 bis 4 mg reinem gelben Ferment pro cem gegen ein groBes 
Volumen 0,02n HCl 72 Stunden, so wird die Wirkungsgruppe all- 
mahlich abgespalten und tritt in die AuBenfliissigkeit. Die Innen- 
fliissigkeit entfarbt sich und halt sich dabei absolut wasserklar. Dann 
dialysiert man die Salzsiure gegen flieBendes destilliertes Wasser (bis 


zu lackmusneutraler Reaktion) weg. Dabei entsteht eine Triibung aus 
denaturierter EiweiBkomponente. Man nimmt die Lésung heraus und 
zentrifugiert sie klar, wenn nétig nach Zusatz einer Spur sekundaren 
Natriumphosphats zur Ausflockung. Die klare, farblose Lésung enthalt 
die EiweiBkomponente des gelben Ferments. Die Ausbeute ist nicht 
100°, ig, da ein Teil EiweiB denaturiert wird. In der Regel halt sie sich 
zwischen 50 und 70%. Die wasserige Lésung ist im Kalteschrank 
wochenlang unveraindert haltbar. Zum _ Reversionsversuch wurde 
nicht diejenige Farbstoffkomponente verwendet, die bei der sauren 
Dialyse abgespalten worden war. Es bestand namlich die Gefahr, dab 
die Flavinphosphorsaure in der sauren Lésung weiter gespalten und 
dann kupplungsunfihig werden kénnte. Deshalb wurde die freie 
Wirkungsgruppe (Flavinphosphorsaure) nach der oben (S. 277) an- 
gegebenen Methode mit Methanol dargestellt. Die Wasserlésung ist in 
der Kalte und im Dunkeln einigermaBen haltbar, doch anscheinend 
kaum so gut wie unter denselben Umstanden eine Lésung des reinen 
Calciumsalzes der Flavinphosphorsaure (37). Die letztere ist mehrere 
Wochen haltbar. 

Wenn man nun die EiweiBlésung und die Wirkungsgruppenlésung 
zusammengibt, bildet sich augenblicklich gelbes Ferment, und zwar in 
einfachem stéchiometrischem Verhaltnis. Dies geht aus dem folgenden 
Versuch hervor: 
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Tabelle VI. 


38°, Gasraum Sauerstoff. Einsatz 0,2 cem Kalilauge. 





II Il I\ V Vi 


Hauptraum: 0,3 mol. 
Kaliumhexosemono- 
phosphat. . ... . 0,2 cem/ 0,2 cem 0,2 cem 0,2 cem 0,2 cem 0,2 cem 0,2 cem 

Co-Fermentlésung, 

5 Wirkungseinhei- 
ten procem .. ./ 1, Eo [ee 5 | Re 1,0 10 6, (10 

0,04 mol. KCN-Lésung OS . |'t2 O23 -, (G2 0.! 02 . 

Weeeeeee as) oe 5 OR 0,84 0,83 0,83 0,80, 0,78 0,65 , 

Zwischenferment (aus 
Cy rare | 1,0 : 1,0 LO 4 Th 1,0 

Birne: Kiweibkompo- 
nentenlosung .. . 0,2 » | Oi2--» [02 La Od 

Wirkungsgruppenlsg. 
70» (M 456) 


pro ecm 001 02 0,02 , (0,05, |0,06, | 02 


ecm QO, in 10 Min. 
aufgenommen. . . 2,0 23.0 40,3 42.0 62,2 61,6 61,6 


Die Resultate sind in der Abb. 3 wiedergegeben. 

Zur Sicherheit wurde auch 
eine Kontrolle mit 0,05 cem Wir- 
kungsgruppenlosung, aber ohne Ei- 
weibkomponente, vorgenommen. 
Sie zeigte keine Wirkung. 
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gruppe keine Erhéhung 
der katalytischen Wirkung 
mehr. Die Kurve Wirkungs- 
gruppe —Wirkung biegt ganz scharf um, wie auch aus einem anderen Ver- 


Abb. 4. 


such mit einer anderen EiweiBkomponentenlésung hervorgeht; siche 
Abb. 4. 
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lie katalytische Wirkung des resynthetisierten Ferments ist genau so 
grop wie die des nie gespaltenen. Aus der Tabelle VI geht hervor, dal 
0,02 com Wirkungsgruppenlésung = 1,4 y im Mittel 41 emm Sauerstoff- 
verbrauch in 10 Minuten gab. Davon geht die Eigenwirkung der Eiweib- 
komponentenlésung, 2cmm O,, ab; es bleiben 39cemm iibrig. 39: 1,4 

27,8 cem O, pro 10 Minuten und 1 y Wirkungsgruppe. Diese Zah| 
stimmt genau mit der fiir das ungespaltene Ferment iiberein; siehe 
Tabelle V. 

Wenn man die katalytische Wirkung des reinen Ferments unter 
den in Tabelle V angegebenen Bedingungen pro 1 mg Stickstoff be- 
rechnet, so ergibt sich 1,200 cmm O,-Verbrauch pro 10 Minuten und 
1 mg Stickstoff. Bestande nun das EiweiB in der ,,EiweiBkomponenten- 
losung** ausschlieBlich aus nichtdenaturiertem, vollstandig kuppelndem 
EiweiB, so miiBte nach Resynthese mit Uberschu8 von Wirkungsgruppe 
dieselbe katalytische Wirkung pro mg Stickstoff herauskommen. Das 
war nun bei einigen Loésungen auch der Fall; andererseits kam es auch 
vor, daB sich etwas niedrigere Werte, z. B. 800 cmm O, pro 10 Minuten 
und 1 mg Stickstoff, ergaben. Dies bedeutet, daB dann etwas inakti- 
viertes EiweiB in der Lésung geblieben war. 

Das Lactoflavin gibt, wie schon friiher erwahnt (36), kein gelbes 
Ferment mit der EiweiBkomponente. Wenn nun die aktive Flavin- 
phosphorséure (die Wirkungsgruppe) in Flavin und Phosphorsiure 
gespalten wird, tritt keine Veranderung der Lichtabsorption ein. Dann 
ist es wertvoll, mit manometrischen Reversionsversuchen (Uberschub 
an EKiweiBkomponente) bestimmen zu kénnen, wieviel von der optiscli 
ermittelten Flavinmenge an Phosphorsaure gebunden ist. Diese Methode 
erméglichte die Reindarstellung der Wirkungsgruppe aus Rohferment 
(37). Beim Schiitteln des unreinen Ferments mit wasserigem Methanol 
wurde namlich nicht nur die Wirkungsgruppe abgespalten, sondern die 
Spaltung ging weiter, so daB die Phosphorséure vom Flavin groben- 
teils abgespalten wurde. Wenn dann eine Wasserlésung des entstandenen 
Farbstoffgemisches mit Quecksilberacetat gefallt wurde, so zeigte sich, 
daB alle Substanz mit noch aktiver Wirkungsgruppe ausfiel, wahrend 
das in der Mutterlauge gebliebene Flavin ganzlich kupplungsunfahig 
war. So konnte die ,,Wirkung*: durch die verschiedenen praparativen 
MaBnahmen mit Reversionsversuchen verfolgt werden. Das zuletzt 
erhaltene reine Produkt kuppelte zu 100%, d.h. ly zeigte 27 emm 
Sauerstoffverbrauch in 10 Minuten. 

Ein anderes Beispiel fir die Verwendbarkeit des Reversions- 


verfahrens sind die Bestrahlungsversuche mit der Wirkungsgruppe, die 


in einer folgenden Arbeit enthalten sind. Es ist nun nicht notwendig 
die Wirkungsgruppe und die EiweiBkomponente fiir sich, z. B. in det 
Birne eines kegelférmigen GefaiBes, zuasammenzugeben, damit sich gelbes 
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Ferment bildet. Pipettiert man namlich die Wirkungsgruppe in den 
Hauptraum zu den tibrigen Reaktionsteilnehmern, die EiweiBkompo- 
nente in die Birne, so beginnt die katalytische Wirkung erst nach dem 
Kinkippen, dann aber sogleich. Es ist allerdings fiir quantitative 
Versuche besser, Wirkungsgruppe und Eiweif in die Birne zusammen- 
zubringen. Das riihrt davon her, daB die Wirkungsgruppe bisweilen von 
Phosphatasen (Verunreinigungen im Zwischenferment) angegriffen wird 
und die EiweigSkomponente ihrerseits die Temperatur 38° schlecht 
vertragt. Das beim direkten Zusammenpipettieren sich bildende gelbe 
Verment ist dagegen vollkommen stabil. 

Der Versuch tiber das getrennte Einpipettieren ist jedenfalls von 
folgendem Gesichtspunkt aus interessant: er zeigt sehr anschaulich, 
daB das gelbe Ferment eigentlich als ein Komplex von Co-Ferment 
(Wirkungsgruppe) und Ferment (EiweiBkomponente) zu betrachten ist. 
Es fragt sich nun, ob andere Co-Fermente, z. B. das Atmungs-Co- 
Ferment, auch mit EiweiB verbunden sein miissen, um wirken zu kénnen. 
Es wiirde ja die Annahme naheliegen, daB das ,,Zwischenferment* die 
EiweiBkomponente des Atmungs-Co-Ferments ware. Doch scheint dies 
nach den experimentellen Ergebnissen meiner Kataphoreseversuche (61) 
nicht der Fall zu sein. Eine eventuelle Verbindung Atmungs-Co- 
Ferment — Hexosemonophosphat —Zwischenferment kann indessen nicht 
ausgeschlossen werden [7'heorell (62)]. 


Versuche tiber die Bedingungen der reversiblen Spaltung. 

Zu 2 cem einer Lésung des reinen Ferments (35 y Wirkungsgruppe 
pro ecem) wurden unter Eiskihlung 0,3ccm n/l0 HCl gegeben. Die 
Lésung wurde sogleich griinfluoreszierend, d.h. das Ferment wurde 
gespalten. Nach einigen Sekunden wurden 0,3 cem n/10 NaOH hinein- 
gegeben; es fiel farbloses Eiweif aus, die Wirkungsgruppe blieb in 
der Lésung. Die Spaltung war also in diesem Falle reversibel, die 
EiweiBkomponente denaturiert. Nun wurde zu weiteren 2ccm der 
Fermentlésung bei 0° allmahlich 1 eem n/10 NaOH gegeben. Da immer 
noch keine Spaltung zu sehen war, wurden 0,2 com n NaOH beigemischt, 
wonach langsam Spaltung eintrat. Nach einigen Minuten wurde mit 
0.3cem n HCl neutralisiert, wobei wieder die EiweiBkomponente in 
denaturiertem Zustande ausfiel. 

Erwirmung. 1cem Fermentlésung + 3cem Wasser wurden im 
Wasserbad schnell auf 75°C erhitzt. Schon ungefahr bei 60° traten 
griine Fluoreszenz und Triibung auf. Jetzt wurde schnell abgekihlt, 
wonach Fluoreszenz und Triibung blieben. Bei der Zugabe einer Spur 

mmoniumsulfat fiel ein weiber Niederschlag von denaturiertem Eiweib 
aus. Der freie Farbstoff blieb in der Lésung. Das gelbe Ferment spaltet 
also bei Hitzegerinnung anders als z. B. das Haimoglobin seinen Farbstoff 
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ab, und wird im Gegensatz zu Trypsin durch Hitze irreversibel dena 
turlert. 

Es wurden nun von einer salzfreien Lésung reinen Ferments mit 94; 
Wirkungsgruppe pro cem je | cem in sechs kleinen Zellophanschlauchen 
nebst 3. cem Wasser, in einem siebenten Schlauch 4 cem Fermentlésung 
hineinpipettiert. Dann wurden die Schlauche am offenen Ende ver- 
schlossen und in hin und her kippenden Glasréhren bei 0 bis 2' 
48 Stunden dialysiert. Als AuBenflissigkeit dienten Salzsaurelésungen 
verschiedener Konzentration. Nach 48 Stunden wurde gegen flieBendes 
dest. Wasser (40 Stunden) dialysiert, und dann in den Innenfliissig- 
keiten das zurtickgebliebene gelbe Ferment manometrisch bestimmt 


Tabelle VII. 





Prozent von der 


Nr. Innentliissigkeit Au Benfliissigkeit urspriingl. W irkung 
1 leem Fermentlésung, 0,92 n HCi, 
3eem Wasser 250 cem festes Volumen 0,8 

2 Dasselbe 0.02 n HCl, tliebend 1.0 
3 . 0,06 n HCl, 

250 cem festes Volumen 3,6 
+ " 0,06 n HCl, fliebend 42 
5 - 0,002 n HCl, 

250 ecem festes Volumen 15 
6 » 0,002 n HCL flieBend 16 
7 4eem Fermentlésung 0,002n . a 34 


Die Lésungen wurden wahrend der Dialyse gegen Salzsaure all- 
miahlich entfarbt. Es stellte sich kein Gleichgewicht zwischen Wirkungs- 
gruppe und EiweiBkomponente ein; dabei war es gleichgiltig, ob gegen 
ein konstantes Volumen HCl oder gegen flieBende Salzsaure dialysiert 
wurde. Wie zu erwarten war, ging die Spaltung am schnellsten und 
volistandigsten mit der staérksten Salzsaiure vor sich, am langsamsten 
mit der schwachsten Saure. Die Fermentkonzentration spielte auch eine 
Rolle; die vierfache Konzentration im Schlauch 7 bewirkte eine lang- 
samere Spaltung. Dies ist wohl so zu verstehen, daB das px im Schlauch 7 
infolge des eintretenden Donnangleichgewichts héher lag als in den 
Schlauchen 5 und 6 mit niedrigerer EiweiBkonzentration. 

Die EiweiBkomponente 2 wurde auf Kupplungsfahigkeit mit Uber- 
schuB von Wirkungsgruppe gepriift. Die Wirkung stieg von 1 bis auf 
56°, der Wirkung der ungespaltenen Stammlésung. Die n/50 Salz- 
siure ist nach diesem Versuch also gut fiir die Darstellung der freien 
Eiweibkomponente geeignet. 
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Von Anfang an versuchte ich, die Salzsiure nach der Spaltungs- 
dialyse nicht wegzudialysieren, sondern die Eiweibkomponentenlésung 
einfach mit sekundarem Na-Phosphat zu neutralisieren. Uberraschender- 
weise ging das nicht. Es entstand ein machtiger Niederschlag, und in 
der Lésung blieben nur Spuren von kupplungsfahiger Substanz mit 
Wirkungsgruppe und fast gar kein Stickstoff. Wenn dagegen zuerst die 
Salzsdure wegdialysiert wird, tritt folgendes ein: die Lésung triibt sich 
etwas bei der Dialyse gegen Wasser: nach Zugabe einer Spur sekundaren 
Natriumphosphats flockt die Titibung aus, aber die nicht denaturierte 
EKiweiBkomponente bleibt in Lésung. Zwei verschiedene Erklarungen 
scheinen fiir diese Erscheinungen moglich zu sein: entweder ist die 
aktive EiweiBkomponente auch in Gegenwart von Salzsdure vorhanden, 
sie wird aber von dem mit Phosphat entstehenden Niederschlag adsor- 
biert, oder die EiweiBkomponente ist an sich nach der Dialvse gegen 
Salzsiure denaturiert, wiirde aber durch die Dialyse gegen Wasser 
wieder nativ und kupplungsfahig werden. Welche Erklarung die richtige 
ist, l4Bt sich nicht bestimmt sagen: allerdings ist wohl die letztere am 
wahrscheinlichsten, und zwar aus folgendem Grunde: Wenn man 
annimmt, daB in Ubereinstimmung mit der ersten Erklirungsméglich- 
keit, schon vor der Dialyse gegen Wasser, z. B. 56°, EiweiBkomponente 
als nativ vorlagen, miBten alle diese 56°, von den denaturierten 44°, 
bei der Zugabe von Phosphat adsorbiert werden, was kaum anzunehmen 
ist. Ich halte es also fiir wahrscheinlicher, daB vor der Dialyse gegen 
Wasser alles EiweiB in irgendeiner denaturierten Form vorliegt und 
dann wahrend der Dialyse gegen Wasser zum groben Teil wieder nativ 
wird. 

Folgender Versuch wurde angestellt : Eine Lésung von freier Eiweib- 
komponente wurde prapariert (48 Stunden Dialyse gegen 0,02 n HCl, 
12 Stunden gegen Wasser). Die Triibung wurde in der Kalte weg- 
zentrifugiert. Einige Tropfen der erhaltenen klaren Lésung gaben 
mit emem Tropfen sekundaren Natriumphosphats keinen Niederschlag. 
Ein Teil der (phosphatfreien) L6sung wurde in der Kalte belassen, ein 
anderer Teil zuerst auf Zimmertemperatur (19°) gebracht. Dabei 
erfolgte nichts. Dann wurde die Lésung 15 Minuten bei 38° belassen, 
wobei eine Triibung auftrat, die sich sogar bei 15000 Umdrehungen 
nicht ganz wegzentrifugieren lie}. Dann wurde die teils in der Kalte 
belassene, teils erwarmte Lésung auf Kupplungsfahigkeit mano- 
metrisch gepriift. Es stellte sich heraus, daB die Wirkung der erwarmten 
Lésung auf die Halfte gesunken war. 

Offenbar ist die freie EiweiBkomponente ein sehr labiler Kérper, 
welcher durch sehr gelinde Eingriffe denaturiert werden kann. Da das 
gelbe Ferment im Gegensatz dazu ein verhaltnismaBig unempfind- 
licher Kérper ist, kann man sich also vorstellen, daB die Wirkungs- 
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gruppe gerade an die empfindliche Stelle des EiweiBmolekils  ge- 
kuppelt und das Molekiil so stabilisiert wird. Diese Auffassung stimm: 
auch damit tberein, daB bei der Hitzegerinnung des gelben Ferment 
(s. oben) die Wirkungsgruppe abgespalten wird. 

Die EiweiBkomponente verbindet sich mit Haminen direkt zu 
Hamochromogenen. Dargestellt wurden: Bluthdmin-Fermenteiwei/3 
Absorptionsbanden: 560 muy, scharf; 530mu, schwacher. Spiro 
graphishimin-FermenteiweiB: Absorptionsbande 590 mu, scharf. Dir 
EiweiBkomponente wurde mit etwas Phosphatpufferlésung, px 7.6 
versetzt, etwas in wenig Alkali geléstes Hamin und Natriumhydrosulfit 
hinzugegeben, worauf die Absorptionsspektren erschienen. Diese 
synthetischen Hamochromogene zeigten sich bei Versuchen, durch sis 
das gelbe Ferment zu ersetzen, katalytisch unwirksam. 


Die Wirkungsqruppe. 

Die Reindarstellung dieses K6rpers ist in einer friiheren Arbeit (37) 
in der Hauptsache beschrieben. Somit kann es hier genitigen, einige 
Angaben iiber sein Verhalten zu L6ésungs- und Fallungsmitteln zu 
machen. 

Die freie Wirkungsgruppe ist in Wasser sehr leicht Jéslich, in 
Methanol, Aceton und Chloroform dagegen nicht. Sie wird aus wasseriger 
Losung durch Bariumacetat fast quantitativ gefallt, von Calciumacetat 
erst auf Zugabe von etwas Athanol. Quecksilberacetat fallt aus wasseriger 
Lésung, wenn nicht saure Reaktion herrscht; im letzteren Falle erst 
nach Zugabe von etwas Aceton. 

Die freie Wirkungsgruppe halt sich in trockenem Zustande im 
Dunkeln anscheinend unbegrenzt. In wasseriger Lésung schien, wie 
oben erwahnt, das Calciumsalz besser haltbar zu sein als die freie 
Wirkungsgruppe. Beachtlich erschien folgende Frage: Es lieBe sich 
denken, daB die Wirkungsgruppe, also der fertige Flavinphosphorsaure- 
ester, eine andere und vielleicht starkere Vitaminwirkung als das Lacto- 
flavin hatte, an dem doch zuerst eine Phosphorylierung stattfinden 
muB. Wenn nun der Phosphorsaiureester anders als das Lactoflavin 
wirken soll, ist eine Voraussetzung dafiir, daB er vom Blutserum nicht 
allzu schnell durch Phosphatasen gespalten wird. Um dies zu priifen 
wurde in einem Réhrchen | cem frisches Menschenserum mit 0,25 cem 
Wirkungsgruppenlésung (5) vermischt. Als Kontrolle diente 1 ccm 
Serum -++ 0,25 cem NaOH; dann wurden die Réhrchen bei 38° aufbewahrt 
Nach verschiedenen Zeiten wurden 0,25 ccm so auspipettiert und direkt 
in der Birne von KegelgefaBen mit 0,20 com EiweiBkomponentenlésung 
vermischt ; darauf wurde die katalytische Wirkung wie in der Tabelle V1 
bestimmt. 





ge- 
mt 
nts 


ZU 
0} 
iro 
Dic 
7,6 
fit 


lese 


37 
lige 


Zu 


in 
ger 
‘tat 
ger 


rst 


im 
wie 
rele 
sich 
Ire - 
to- 
len 
vin 
cht 
fen 
cm 
cm 
wrt. 
ekt 
ing 


Vi 





Das gelbe Oxydationsferment. 289 


Tabelle VIII. 





Erwarmungszeit emm 5 in 20 Min. Erwarmungszeit emm ‘QO, in 20 Min. 
Min. aufgenommen Min aufgenommen 
0 32.5 15 26.8 
5 31,3 40 21,2 


Die Wirkungsgruppe wird also von Blutserum nur sehr langsam 
inaktiviert. Von diesem Gesichtspunkt aus kénnte also die Wirkungs- 
gruppe sehr wohl eine starkere Vitaminwirkung als das Lactoflavin 
aufweisen. 


Ich méchte an dieser Stelle Herrn Professor Otto Warburg meinen aut- 
richtigen Dank fiir sein unermiidliches Interesse an meiner Arbeit aus- 
sprechen. Die Arbeit wurde durch ein Stipendium der Rockefeller Founda- 
tion ermdéglicht. 
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Ein Kataphoreseapparat fiir priparative Zwecke'. 
Von 
Hugo Theorell. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 14, April 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer vorhergehenden Arbeit (1) habe ich die vielen denkbaren 
Verwendungsmoéglichkeiten der kataphoretischen Methoden erértert 
und einen Apparat beschrieben, in dem man allerlei kataphoretische 
Untersuchungen ausfiihren kann. Jede Zelle enthalt 2 cem, was wohl fiir 
alle in Frage kommenden Untersuchungen ausreicht. Fir prd parative 
Zwecke ist dieses Volumen zu klein; dazu kommt, dab ein U-Rohr an 
sich fiir praparative Zwecke wenig geeignet ist. Der Durchmesser des 
tohres JaBt sich bei der 
..Methode der wandern- 


6 


den Grenzzone“ nicht - 
beliebig vergréBern, weil | 28 FEY ¢ 


die beim Stromdurch- 
gang gebildete Warme 
sich dann schwer weg- 


schaffen 1aBt:; die Tem- 
peratur steigt und man 
bekommt Warmekon- 
vektionsstr6mungen. 
Deshalb wurde nun 
ein Apparat nach folgen- 
dem Prinzip konstruiert : 
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man Ja Bt den zu reinigen- d 
den Stoff unter dem Ein- Abb. 1. 

flu8 einer elektrischen 

Spannung aus einer Kammer in eine zweite durch eine fiir den Stoff 
durchlassige Membran wandern. Aus der zweiten Kammer kann der 
Stoff nicht wieder herauswandern, weil ihn eine undurchlassige Membran 
daran hindert. Der zu reinigende Stoff reichert sich also in der zweiten 
Kammer an; die Verunreinigungen bleiben unter giinstig gewahlten 
Bedingungen in der ersten Kammer. Die Ausbeute wird bei Verwendung 
einer genigend hohen Spannung in nicht allzu langer Zeit beinahe 
quantitativ. Die Elektroden sind reversibel und von den Kammern 


1 Patent nachgesucht 26. Juli 1934. 
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durch zwischengeschaltete GefaBe weit entfernt. Als stromfiihrende, 
den Apparat fiillende Flissigkeit dient eine Pufferlésung von demselben 
pu und derselben Leitfahigkeit wie die der zu reinigenden Lésung. Durch 
geeignete Wahl von Membranen wird erreicht, daB sich py und Leit- 
fahigkeit in den Kammern wahrend des Stromdurchgangs nur minima! 
andern. 

Beschreibung des Apparats. 

Der Apparat besteht aus der kataphoretischen Zelle 4, den Elektroden- 
gefaBen B und C und dem ZwischengeféB D. Ich habe es als vorteilhaft be- 
funden, die Zelle so zu stellen, daB die Wanderung in vertikaler Richtung 
vor sich geht. Dadurch werden die Schichtungsphanomene, die man bei 
horizontalem Stromdurchgang beobachtet (z. B. bei der Elektrodialyse) 
vermieden. AuBerdem geht der ProzeS bei vertikaler Stellung viel schneller 
vor sich, weil sich bei der Wanderung von oben nach unten eine ,,wandernde 

Grenzzone* ausbildet. A ist folgender- 


220V~ maSien zusammengesetzt : E ist ein 
( glockenférmiges Glasrohr, das in B 
4b offen miindet. F und G@ sind Hohl- 


zylinder aus Glas, von 10,5 em Durch- 
messer und 4em Hohe. H ist wieder 
ein Glasrohr, das mit D in offener Ver- 
bindungsteht. Die gebogenen Rohrteile 
von E und H sind 4em stark. J, K 
und J, sind zwischengeschaltete Mem- 
branen, von welchen J und L fiir den 
Hochspannungskreis zu reinigenden Stoff undurchdringlich 
sind, A dagegen durchdringlich ist 
(siehe weiter unten). 
Abb. 2. Die horizontalen Flachen von E£, 
F,G und H sind plan geschliffen und 
werden zur Dichtung gegen die Membranen mit Vaseline bestrichen. Z, F', G 
und H werden von einem Gestell zusammengehalten (in der Figur nicht ein- 
gezeichnet). Die Hahne 1, 2, 3 und 4 dienen zum Ein- und AuslaB von 
Fliissigkeit. Die offenen Enden von E und H sind in entsprechende Offnungen 
der GefiBe B bzw. D eingefiigt, wobei Gummimanschetten eine dichte 
Verbindung herstellen. 6, C und D sind Flaschen von je 10 Liter Volumen. 
B und C sind einander ganz gleich und gegenseitig austauschbar. C und D 
sind durch das mit Gummidichtung versehene Rohr O miteinander ver- 
bunden. P sind Behilter fiir gesattigte KCl-Lésung. 7 ist ein Thermostat 
fiir Eis oder strémendes Leitungswasser mit Glasfenstern vorn und hinten; 
dieser hat sich als notwendig erwiesen, weil die Temperatur sonst beim 
Stromdurchgang zu hoch steigt. Die Leitung des Stromes auf dem Wege 
D—O—C entfernt die um FP befindliche gesattigte KCl-Lésung von H, 
so daB kein KCl bis zu Zelle A gelangt; auBerdem erleichtert diese Anordnung 
den Einbau in den Thermostaten 7. Die Hahne U und V dienen zum Aus- 
lassen von Pufferlésung oder Luft; X, Y und Z sind Gummistopfen. 
Stromquelle. Die ertorderliche Spannung von 2000 bis 3000 Volt wird 
dadurch erreicht, daB zuerst der gewéhnliche Wechselstrom von 220 auf 
3000 Volt mit einem Transformator von 1000 Watt maximaler Leistung 
gebracht, dann mit einem Gleichrichterrohr von maximal 3000 Volt, 3 Amp. 
gleichgerichtet wird. Ein Vorschaltwiderstand erméglicht die Regulation 
der Stromstirke im Apparat. Die Abb. 2 zeigt das Schaltschema. 
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Wie der Apparat zusammengebaut und in Betrieb gesetzt wird. 


Die ganze Zelle A wird zuerst fiir sich zusammengesetzt. Die plan- 
veschliffenen, horizontalen Kanten von E, fF, G und H werden mit Vaseline 
bestrichen und unter Zwischenlegen der Membranen L, AK und / die Zelle A 
mittels des Gestells zusammengeschraubt. Die Membranen J und L, die aus 
wasserdichtem Material bestehen (siehe unten), halten auf diese Weise voll- 
kommen dicht. Die Membran A dagegen (aus Filtrierpapier, siehe unten) 
muB so gedichtet werden, da man den Rand des Papiers vorher mit etwas 
Paraffinél trankt. So wird die Zelle iiberall dicht. Jetzt wird die ganze 
Zelle so hingelegt, daB die Membranen senkrecht stehen und die freie Miindung 
von H nach oben sieht. #, @ und H werden mit Pufferlésung gefiillt, so daB 
keine Luftblasen irgendwo zuriickbleiben. Die freie Miindung von H wird mit 
dem Stopfen O geschlossen und die Zelle A in ihre Lage zwischen den GefaBen B 
und PD eingesetzt. Der Stopfen Y wird herausgenommen, dann 1) etwa zur 
Halfte mit Pufferlésung gefiillt, wonach der mit einem Haken versehene 
Stopfen O durch das Loch bei O herausgeholt wird. C und D werden durch O 
verbunden, und hierauf wird der ganze Apparat mit Putferl6dsung bis zu 
den Hahnen 5, 6, 7, 8 gefiillt. Von den Behaltern P aus wird so viel gesittigte 
KCl-Lésung hineingelassen, daB FR und Q sich vollstandig in KCI-Lésung 
hefinden. Die gleiche Menge Pufferl6sung flieBt dabei durch 5 oder 7 aus. 
Hierbei hat man Gelegenheit, die Membranen nétigenfalls nach oben eder 
unten zu treiben, so daB sie méglichst in horizontaler Ebene liegen ge- 
wohnlich werden sie beim Einfiillen des Apparats mit Pufferlésung nach 
oben oder nach unten ausgebuchtet. Gleichzeitiges Offnen von 6 und 7 
verschiebt 7, A und 1 nach unten usw. (siehe Abb. 1). 5, 6, 7 und 8 werden 
geschlossen. Durch den Hahn | lat man die zu reinigende Lésung langsam 
einflieBen, wobei man die entsprechende Menge Pufferl6sung durch 3 aus- 
flieBen laBt. Die durch } einflieBende Lésung schichtet sich scharf unter 
der Pufferldsung; es Kann so viel eingelassen werden (etwa 350 cem), 
daB eben nichts von der unteren Lésung durch 3 ausflieBt. Alle Hahne 
werden geschlossen, auf das Rohr Ul ein Gummischlauch gesetzt, der in 
ein offenes GefiB mit Pufferlésung einmiindet. Dieses Gefal} wird zweck- 
maBig so hoch gestellt, daB die treie Fliissigkeitsoberfliche ebenso hoch 
wie die Wasseroberflaiche im Thermostaten steht. Der Hahn 5 wird 
gedffnet. Diese zuletzt beschriebene Anordnung dient dazu, Volumen- 
anderungen durch Erwarmung oder Abkiihlung auszugleichen und als 
SchutzmaBnahme, wenn A nicht ganz dicht sein sollte. 

T wird entweder mit str6mendem Leitungswasser oder mit Eisstiicken 
und Wasser gefiillt. Das Eis wird im letzteren Falle durch ein senkrechtes 
Drahtnetz in der linken Halfte des Thermostaten gehaliten, damit man die 
Zelle A immer gut beobachten kann. Die Spannung wird so angelegt, dab 
der zu reinigende Stoff aus F in G wandert. 

Wenn es sich um gefarbte Stoffe, z. B. das gelbe Ferment, handelt, 
kann man die Wanderung des Stoffes mit dem Auge verfolgen. Der Inhalt 
von F mischt sich im allgemeinen nicht, sondern es bildet sich eine abwirts 
wandernde Grenzzone zwischen gefarbter und ungefarbter Lésung aus. 
Man kann also nach einer Weile durch 1 mehr Lésung einfiihren, wobei 
aus 3 eine ungefarbte Lésung von Verunreinigungen ausliuft. Die ganze 
oder hauptsiéchliche Menge des Stoffes gelangt in dieser Weise schneller 
in die untere Zelle, wo sich die Hauptmenge wie ein Teppich aut L lagert, 
als wenn man umgekehrt von der unteren in die obere Zelle wandern laBt: 
eine obere gefarbte und eine untere ungefairbte Schicht kénnen sich nicht 
ausbilden, weil die obere spezifisch schwerer ist und deswegen eine dauernde 
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Mischung in der unteren Zelle erfolgt. Auch in der oberen Zelle tritt bei de: 
Wanderung von unten nach oben nach kurzer Zeit Mischung zu homogene: 
Losung ein. 

Wenn der Proze} weit genug fortgeschritten ist, vertahrt man folgender 
maken: Der Strom wird unterbrochen. Hahn 5 wird geschlossen, Hahn | 
und 3 werden geéffnet, so dal} die in # befindliche L6sung durch 1 ausflieBt 
Durch 3 tritt Luft ein. Man spilt einigemal nach: die Spiilfliissigkeit 
(Pufferldsung oder Wasser) flieBt durch | aus. Dann wird G@ in derselber 
Weise entleert. 


Di Pus fe rlosunge n, Stromstarken und Membranen. 


Die Pufferlésung hat natiirlich die Aufgabe, das pq moéglichst konstant 
zu halten. Bei allen Kataphoresen jst dies wesentlich, und nicht wenige: 
bei dieser Praparationsmethode. Man mui namlich oft) bet Wasserstoft 
jonenkonzentrationen unfern vom isoelektrischen Punkt des zu reinigenden 
Kolloids arbeiten. Eine Anderung des pu konnte dann eine Umladung ce 
Kolloids verursachen, wonach die Wanderung in falscher Richtung erfolgen 
wurde. Deshalb kénnte es verlockend erscheinen, ziemlich konzentriert 
Pufterl6sungen zu verwenden. Dies verbietet sich jedoch von selbst, wei 


dann die Leitfahigkeit zu groB wird und bei der Anlegung der nétigen 
Spannung eine allzu grofBe Warmeentwicklung stattfinden wiirde. In det 


Tat mu man mit noch verdiinnteren Pufferl6sungen arbeiten als beim 
Apparat fur Untersuchungszwecke** (1). Bei der einzigen priiparativer 
Kataphorese, die bisher vom Verfasser genau ausgearbeitet ist, der Reiniguny 
des gelben Ferments, zeigte sich eine Acetatpufferlésung von der Leit 
faihigkeit 0,34. 1073 rez. Ohm als am besten geeignet. Bei diese! 
niedrigen Leitfabigkeit war die Stromstarke so gering, daB die Warmeent 
wicklung nicht zu gro war, andererseits die Pufferl6sungskapazitat hin 
reichend. Bei dem hier beschriebenen Apparat begrenzt die Temperatur im 
vebogenen Stiick von #£, am Thermometer ¢ abgelesen, den nutzbaren 
Stromeftekt. Wenn man die oben angegebene Pufferl6sung verwendet 
und 0,2 Amp. hindurechschickt, so steigt e auf 60 bis 70°C, was nichts 
ausmacht, weil sich die Temperatur in # und G unter 10°C halt. Das Po 
tentialgetille in F und @ betragt unter diesen Umstanden etwa 6 Volt pro cm, 
‘was eine hinreichend schnelle Kataphorese erméglicht. Eine allzu starke 
Anderung der Leitfahigkeit innerhalb der Kammer ware ungiinstig; wenn ~ 
sinkt, steigen Potentialgefalle und Warmeentwicklung:; wiederum, wenn 
sinkt, verringern sich auch Potentialgefalle und Kataphoresegeschwindigkeit. 

Man wird bei naherer Uberlegung finden, dai eine praparative Kata 
phorese ohne jede Anderung von py oder Leitfahigkeit praktisch unerreichba: 
ist. Das hegt daran, daB man ja, um grobe Mengen verarbeiten zu kénnen, 
dazu gezwungen ist, viel konzentriertere Losungen des zu_ reinigenden 
Praparats zu verwenden als bei der Untersuchungskataphorese. Diese 
grobe Menge, z. B. von EiweiB, beeinflu8t nun merkbar sowohl das py als auc! 
die Leitfahigkeit; beide werden sich bei der Wanderung von Stoffen au- 
einer Kammer in eine andere andern. Nun kénnen sich die beiden ge 
nannten GréBen auch dadurch andern, dali die Membranen eine elektrisch: 
Ladung haben, wodurch sie ja fiir positive und negative Ionen ungleicl 
permeabel werden und starke py- und Leitfahigkeitsveranderungen aut 
treten kénnen Verhaltnisse, die bekanntlich in der Elektrodialyse ein 
gehend studiert worden sind [siehe Prausnitz und FReitstétter (2)}. Man mu 
also folgendermaBen vorgehen: 
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1. Zuerst Membranen heraustinden, die beim Fiillen des Apparates 
ilein mit der betreffenden Pufferl6sung nach geniigender Stromdurch- 
eitung keine oder nur unbedeutende py- und Leitfaihigkeitsainderungen 
aufweisen. 

Der Verfasser hat bisher eingehend nur die zur Reinigung des gelben 
Atmungsferments am besten geeigneten Membranen ausprobiert. Eine 
Acetatpufferl6sung 0,016 n Essigsiure, 0,004n NaAc (py 4,1: % O34 
. 10°43) diente hier als stromfiihrende Fliissigkeit. Fiir Auffindung der besten 


Membranen diente teils diese Pufferl6sung, teils auch folgende: 0,008 Essig- 
siure, 0,008 n NaAc, pu £7, % 0,60. 103%. Als) Material fii 
die permeable Zwischenmembran, A, hat sich gehartetes  Filtrierpapier 
von Schleicher & Schill gut bewahrt. Es wurden aubBerdem Glasfilter- 
platten probiert; sie waren jedoch fiir diesen Zweck nicht zu verwenden, 


weil in den Kammern dann gewaltige py- und Leitfahigkeitsanderungen 
aulftraten. 

Als impermeable Membranen, J und 1, wurden Cellophan, Albumin- 
kollodium |,.geschiittelt’*, nach Ettisch und Ewiq (3)| und echtes Pergament 
papier probiert. Das letzte erwies sich in jeder Hinsicht als das beste; die 
pu- und Leittahigkeitsinderungen wurden sehr klein, siehe Tabelle I. 


Tabelle L. 
Der ganze Apparat mit Acetatpufferlosung 0,016 n Essigsaure, 0,004 n 
Natriumacetat gefullt. 0,1 Amp. wahrend 10,5 Stunden. 





Vor dem Durechleiten des Nach dem Durchleiten des 
Stromes Stromes 


Pu x- 10 PH 


Anodische Kammer. . 4.09 0,34 4.15 038 
Kathodische Kammer . 4,09 0.34 4,24 0,3: 


Das Resultat zeigt, das die Pergamentpapier- und Filtrierpapier 
membranen in der verwendeten Pufferl6sung nahezu indifferent und also 
elektrisch ungeladen gewesen sind, d. h. sie sind wenigstens in diesem pu-Ge- 
biet beimahe ideal. 

Mit Cellophan und Albuminkollodium traten unter denselben Be 
dingungen etwas gréBere, wenn auch nicht besonders einschneidende An 
derungen ein. Durcehaus ungimstige Resultate ergaben sich dagegen mit 
diesen Membranen bei den Versuchen zur Reinigung des gelben Ferments. 
Cellophan und Albuminkollodium scheinen fiir Aufladung dureh kolloide 
Partikelchen weit empfindlicher als echtes Pergamentpapier zu sein (val. 
unten). AuBerdem sind Cellophan- und Albuminkollodiummembranen 
wenig haltbar. Ungiinstig waren auch die bei diesen Membranen auftretenden 
betrachtlichen Endosmoseerscheinungen, die an sich das Vorhandensein 
einer Membranladung bewiesen ; beim echten Pergamentpapier kam praktisch 
gar keine Endosmose vor. 

2. Man darf nur so viel von dem zu reinigenden Praparat in Arbeit 
nehmen, daB sich die Anderung des py durch Wanderung der Stoffe inner 
halb zulassiger Grenzen halt. Dies wird immer der Fall sein, wenn b/of det 
zu reinigende Stoff in die zweite Kammer hineinwandert; dabei verschiebt 
sich das py in dieser zweiten Kammer nach dem iscelektrischen Punkt hin, 
jedoch ohne ihn zu erreichen. Die Leitfahigkeit wird etwas steigen. Beide 
Umstande sind offenbar unschadlich, ja sogar giinstig. In der ersten Kammet 
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miiBte sich in diesem theoretischen Idealfall das pH vom I. P. entfernen 
die Leitfahigkeit absinken, wodurch die Kataphorese immer schnellet 
verlaufen wiirde. Praktisch wird dies bei richtig gewahlten Membranen 
nicht so viel ausmachen kénnen, dafi der zu reinigende Stoff geschadigt 
wird. 

Wenn mehrere Stoffe gleichzeitig in die zweite Kammer hineinwandern, 
kénnten sich die Verhaltnisse komplizieren, méglicherweise sogar so, dali 
sich die Wasserstoffionenkonzentrationen in der zweiten Kammer bis zur 
anderen Seite des I. P. des darzustellenden Stoffes verschieben kénnte, 
mit Umladung und Riickwanderung desselben als Folge. Praktisch habe 
ich es bei der Verwendung der Pergamentpapier-Filtrierpapier-Pergament 
paprer Membranen nicht beobachtet. 


Es sei ein Beispiel der Kataphorese von gelbem Atmungsferment 


gegeben. 


20.7 g Ferment, nach Warburg und Christian (4) mit CHCL, gereinigt 
und dann schart dialysiert, 5,0°| N und 0,029°) Farbstoffkomponente ent 
haltend (.V/ 3763 Pye, — 2.4.10%, siehe vorhergehende Arbeit) warin 330ccm 
Wasser gelOst und wurde mit 0,02 Volumen n Essigsaure versetzt. pH 4,53, 
% 0,37. 10%. Die Lésung wurde in die Kammer F eingetiihrt. F anodisch, 
( kathodisch (das Ferment ist positiv geladen, weil sein IL. P. bei px 
liegt). 0,16 Amp. wahrend 14 Stunden. Nach dieser Zeit wurde die Kata 
phorese unterbrochen und die Fliissigkeit aus Fo wie G herausgenommen. 
Ausheute an in die Kammer G gewandertem Ferment 87,2°,,; das Pra 
parat in G enthielt 0,125°, Farbstoffkomponente und 13,3°, N, bestand also 
hauptsachlich aus EiweiB. 


Wie sich px und Leitfahigkeit verhielten, geht aus der Tabelle LI hervor. 


Tabelle Il. 





Vor der Kataphorese Nach der Kataphoress 
Pu z-10 PH z+ 10 


15 0,96 
55 0,66 


Anodische Kammer(F). . . 4.5% 0,37 4. 
Kathodische Kammer(G) . . 4.09 0,34 4, 


Man ersieht aus der Tabelle, daB sich py nur wenig und durchaus 
in dem berechneten Sinne geaindert hat. Die Leitfaihigkeit ist durch 
die Kataphorese in G wohl etwas mehr als erwartet, in F wider Erwarten 
noch starker gestiegen. Diese Leitfahigkeitsianderungen sind meine 
Meinung nach folgendermaBen zu erklaren: die Membran I wird von 
aufwarts wandernden negativ geladenen Partikelchen negativ, A von 
abwarts durchwandernden positiven Partikelchen schwach _ positiv 
geladen, L von den sich darauf anreichernden Partikelchen starker 
positiv geladen. So miissen die beobachteten Leitfahigkeitsanderungen 
eintreten. Praktisch haben sie nur die Bedeutung, daB die Kataphorese 
gegen Ende langsamer vor sich geht, was ja nicht so schlimm ist, da 
man doch eine sehr gute Ausbeute erzielt (siehe oben). Wahrscheinlich 
lieBe sich die Kataphorese etwas schneller zu Ende fiihren, wenn man 
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lie Membran | einfach weglieBe. Dies Verfahren hatte wiederum den 
Nachteil, daB negative kolloide Partikeln in #& einwandern und die 
Elektrode schadigen kénnten. Die Cefahr der Aufwirbelung des zu 
reinigenden Stoffes in das heibe, krumme Rohr von F halte ich dagegen 
fur gering. 

Hoffentlich wird sich die beschriebene Methode als fiir viele prapa- 
rative Zwecke wertvoll zeigen. Sie war bei der Entfernung des Poly- 
saccharids aus dem gelben Ferment die allein mégliche; alle anderen 
Methoden, Salzfallungen usw. versagten. Ich habe weiter in’ orien- 
tierenden Versuchen festgestellt, daB sich sowohl positiv als negativ 
geladenes Hamoglobin in dem Apparat in die andere Kammer kata- 


phoretisch tiberfiihren 1aBt. Wahrscheinlich miissen fiir andere py- 


Gebiete als das bisher untersuchte die geeigneten Membranen noch 
ausprobiert werden. 
Literatur. 


1) H. Theorell, diese Zeitschr. 275, 1, 1934. 2) P.H. Prausnitz u. 
J. Reitstétter, Wissensch. Forsch.-Ber., Nat.-wiss. Reihe 24, 125, 1931. 
3) G@. Ettisch u. W. Ewig, diese Zeitschr. 195, 179, 1928. $4) O. Warburg u. 
W. Christian, ebenda 266, 380, 1933. 





Die Einwirkung éstrogener Substanzen auf Pflanzen. LY. 
Von 
Walter Schoeller und Hans Goebel. 
(Aus dem Hauptlaboratorium der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin.) 
(Eingegangen am 15, April 1935.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Wirkung éstrogener Substanzen auf Pflanzen ist ein Probleim 
das in wissenschaftlicher wie praktischer Hinsicht von gleich groBer 
Bedeutung ist. Will man die erstere Frage studieren, so wird man 
vorzugsweise mit chemisch reinen Substanzen zu arbeiten haben, fii 
Zwecke der Praxis sind dagegen technisch reine Produkte ausreichend 

Wir haben in unseren ersten drei Mitteilungen die Gstrogenen 
Substanzen an Zwicbelgewaichsen in) Wasserkulturen geprift. Wir 
gingen dabei von der Vorstellung aus, daB bei Versuchen in Erde diese 
stark oberflachenaktiven Substanzen durch Adsorption in der Resorption 
behindert werden kénnten. Dies ist nun iiberraschenderweise nicht der 
Fall und wir méchten nunmehr tiber Versuche berichten, die wir im Frith- 
jahr und Sommer 1934 an einer gréBeren Anzahl von Blumen unter- 
nommen haben, die sich in Erde, teils in Blumentépfen, teils im Freiland 
befanden, und denen die betreffenden Hormonpraparate im GieBwasse1 
zugefiihrt wurden. Diese Versuchsanordnung ist sehr viel einfacher als 
die miihevollen Versuche, welche wir in unseren ersten Mitteilungen am 
seispiel der Hyanzinthe und anderer Knollengewachse beschrieben haben. 
Die Reproduktion dieser Versuche ist auch namhaften Forschern zum 
Teil nicht gelungen, so daB unsere Arbeiten einer Kritik unterworfen 
worden sind, die nicht in jedem = Falle als sachlich bezeichnet 
werden kann. 

Die Anordnung der vorliegenden Versuche ist nun so tberaus 
einfach und der Effekt so eindeutig, daB ihre Wiederholung auch dem 
weniger Geiibten keine Schwierigkeiten bereiten wird. Wir halten es 
deshalb zunachst nicht fiir erforderlich, auf die Publikationen von 
Harder und Stérmer, sowie von Euler und Zondek naher einzugehen. 
welche die Existenz des von uns beobachteten Phanomens in Abrede 
stellen und sich sogar um den Beweis bemiihen, dafB es gar nicht exi- 
stieren kann. Denn es erscheint uns als die wichtigere Aufgabe, durch 


immer prazisere experimentelle Fragesteliung den von uns beobachteten 
Effekt immer leichter reproduzierbar zu gestalten, anstatt die Fehler- 
quellen aufzusuchen, welche andere Autoren beim Nachpriifen unserer 


friiheren Ergebnisse gemacht haben. 
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Kinem Einwand aber méchten wir schon hier begegnen. Von seiten 
‘iniger Autoren, welche unsere Versuche bestatigen konnten, ist die 
Wirkung der éstrogenen Substanzen auf den pflanzlichen Organismus 
als eine allgemeine vegetative Stimulation aufgefaBbt worden, als deren 
Folge dann auch eine bessere Entwicklung der Bliiten auftreten solle. 
Demgegentiber ist zu sagen, daB die Keimdriisenhormone im ‘Tierversuch 
und in der menschlichen Therapie in ihrer Wirkung nicht auf die Ent- 
wicklung und Erbaltung der akzessorischen Geschlechtsmerkmale 
beschrinkt sind, sondern eine Allgemeinwirkung besitzen, welche jener 
.vegetativen Stimulation” genau entspricht. Wir mochten diesen 
Effekt an zwei Bildern eines Kapauns zeigen, dessen Kammwachstum 
durch das mannliche Hormon wieder angeregt wurde. [Abb. la und b.] 


Abb. la. Abb. 1b. 


Diese Bilder zeigen sozusagen im Gesichtsausdruck des Vogels und be- 
sonders im Auge, was wir meinen. Die psychische Veranderung des 
Tieres unter der Einwirkung des Hormons ist geradezu erstaunlich. 

Wie nun in der Tierphysiologie und menschlichen Therapie noch 
niemand auf den Gedanken gekommen ist, trotz dieser Allgeme:nwirkung 


die spezifische Wirkung dieser Hormone bestreiten zu wollen, mochten 


wir empfehlen, das Auftreten von allgemeinen Wirkungen bei Pflanzen 
nicht gegen die primare spezifische Wirkung anzufiibren. 


Fiir unsere Versuche haben wir Primeln. Fuchsien, Nelken, Chrysan- 
themen, Veilchen, Alpenveilchen und Tomaten gewahlt. Es scheint 
uns sehr darauf anzukommen. dal} man diese Pflanzen zur rechten Zeit 
behandelt, d. h. schon in Perioden, welche friiher liegen als ihr normaler 
Blihtermin. Ob und wieweit sich auch zu spateren Terminen der von 
uns beobachtete Effekt reproduzieren laBt, miissen erst weitere Versuche 
lehren. Es hat sich bei unseren Untersuchungen gezeigt, dab jede 
Pflanzenart eine etwas andere Hormonmenge braucht, um den Effekt 
in optimaler Weise zu zeigen. Die Versuche wurden in den ver- 
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schiedenen Stadien ihrer Entwicklung sowohl den Sachverstandige1 
der Biologischen Reichsanstalt als auch Herrn Professor Voack, Dahlem 
gezeigt, denen wir auch an dieser Stelle fiir wertvolle Ratschlag: 
unseren besten Dank sagen. Auch Frl. Dr. Stormer hatte Gelegenheit 
sich von der Versuchsanordnung und dem Stand der Versuche zu 
iiberzeugen. 

Da wir zunachst einmal die optimale Dosierung ermitteln wollten 
so haben wir, ohne sogleich in wissenschaftliche Feinheiten einzutreten 
sowie aus wirtschaftlichen Griinden die vorliegenden Versuche alle mit 
einem kristallisierten Hormonpraparat durchgefihrt, das nicht sorg- 
faltig von den natirlichen Begleitern des Follikelhormons, wie Equilin 
Hippulin usw., befreit war. Dieses Kristallisatgemisch besitzt in wiisse- 
riger Auswertung eine Wirksamkeit von 5 bis 6 Millionen Scheringschen 


ME. pro g, oder 10 Millionen internationalen ME. 


Da die optimalen Dosen nunmehr ermittelt sind, werden wir im 
Laufe dieses Jahres die gleichen Versuche mit reinstem Follikelhormon 
und den Begleitstoffen wiederholen, um festzustellen, welche Substanz 
vorzugsweise der Trager der Wirkung ist, oder ob es sich um. eine 
kombinierte Wirkung mehverer Substanzen handelt. 


Versuchsanordnung. 


0,1 g¢ Hormonkristallisat (Wirkungswert in wiisseriger Auswertung 

5 bis 6 Millionen Scheringsche ME. 10 Millionen internationale Ein- 
heiten pro Gramm) werden in 20,0cem 96% igem Athylalkohol  gelést 
und diese Lésung mit 6 Litern dest. Wassers verdiinnt. Dazu werden 
l2cem n/1l0 Natronlauge gegeben und die Lésung 15 Minuten gekocht. 
Diese Lésung enthalt dann im cem 100 Scheringsche oder 166 internat. Ein 
heiten. Dem GieBwasser der Kontrollen und der behandelten Pflanzen 
wurden einmal wéchentlich pro Topf 50 cem einer 2° g9igen Hakaphoslosung 
als anorganischer Niahrstoff zugesetzt. 

Die Versuche mit Primeln, Fuchsien und Nelken wurden so eingeteilt, 
daB wir im Durchschnitt mit je 180 Pflanzen gearbeitet haben. Davon 
blieben 40 als Kontrollen. 20 Pflanzen bekamen vom Jugendstadium an 
mit dem GieBwasser eine Hormonmenge, welche etwa 500 Scheringschen 
Kinheiten pro Woche entsprach. 20 weitere erhielten mit dem = gleichen 
Quantum GieBwasser die doppelte Hormonmenge, und 20 weitere die drei- 
fache Hormonmenge. Bei 20 anderen Pflanzen derselben Serien haben wir 
die wéchentliche Hormongabe nicht konstant gehalten, sondern ihrem 
Wachstum entsprechend ansteigen lassen; diese Pflanzen erhielten 3 Wochen 
lang 500, 3 Wochen lang 1000, 3 Wochen lang 1500 und 3 Wochen lang 
2000 Scheringsche Einheiten. 

Eine dritte Serie Pflanzen, und zwar 60 Stiick, erhielt in den ersten 
Wochen ihrer Entwicklung keine Hormongabe, sondern erst kurz bevor die 
Knospenentwicklung einsetzte, und zwar in der Weise, dai 20 Pflanzen 
dann etwa 2 Monate lang wéchentlich einmal LOOO Scheringsche Einheiten, 
20 weitere Pflanzen 1500 Scheringsche Einheiten und eine dritte Reihe von 
20 Pflanzen 2000 Scheringsche ME. erhielten. 
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Versuch mit Primeln (Primula 


i 


obeonica | P 


Am 9% April 1934 wurden 
oO Samlinge (Primula obconica) 


2000 


einzeln in Blumentépte von 8 em 
oberer Weite  gepflanzt, welche 


mit einem Gemisch von *?, Laub- 
1 


2000 


2000 


erde und !, grobem Sand _ gefiillt 


Hormonmenyge 


waren. Sie wurden am 13. Juni in 


OO 


Topfe von 12 cm = oberer Weite 
umgetopft. Am 24. April waren 
die Pflanzen durchgewurzelt und 
wurden zum Versuch zusammen- 


2000 


a) 


ebenen 


vestellt. An diesem Tage erfolgte 


1500 
2000 


auch die erstmalige Hormongabe 
im Sinne des oben entwickelten 
Schemas. Die Hormongaben und 
der Verlauf des Versuchs von der 
Knospenbildung ab sind aus Tab. 1, 
fl, T1L und IV zu entnehmen. 


1500 
2000 


Kink 


500 


Dai wir die WKontrollen in 
doppelter Anzahl (40 Stiick) gegen- 


2000 


iiber den einzelnen Versuchsreihen 


Schering sche ME. 


verwendet haben (20 Stiick). ge- 
<chah auf ausdriicklichen Wunsch 
der Biologischen Reichsanstalt. Das 


1000 
2000 


Ergebnis des Versuchs geben wir in 


internationalen 


den drei folgenden Tabellen wieder. 


Die Multiplikation der 


1000 
2000 


Um das Ergebnis des Versuchs 
iibersichtlich zu machen, haben 
wir in Tabelle Il die Zahl der 
nicht entwickelten Bliitenstande 


1000 
2000 


(Knospenanlagen) — zusammenge- 
stellt, in) Tabelle IIL diejenigen 


ol 


Bliitenstande, welche entwickelte 
Bliiten enthielten, und in Tabelle IV 
sind alle Bliitenstande zusammen- 
gefaBt, sowohl diejenigen, die sich 
in der Entwicklung befinden, als 
auch diejenigen, welche bereits er- 


166 ergibt die 


mit 


bliiht sind. 

Da nun, wie gesagt, die Kon- 
trollen in doppelter Anzahl vorhan- 
den waren, so haben wir das Resultat 
auf der rechten Seite der Tabellen 


Schema der Versuchsanordnung. 
ahl der 
anzen 

40 Stiick 

20 


noch einmal prozentual wiedergege- 


Z 
P 


ben, weil dies wohl die klarsten Bil- 
der ergibt. Es zeigt sich dabei deut- 
lich, daB von den mit I, [Lund ITI 
wiedergegebenen — Versuchsanord- 


Hormongaben am: 


Tabelle 1. 
Kontrollen 


nungen offenbar Il. ein Optimum 
darstellt. 
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Tabelle . Knospenanlagen der Primeltn. 





Zahl der Anlagen Auf 100 Pflanzen umgerechnet 


Zahl der 
Pilanzen 


Kontrolle . .. 40) & 24 (24 | 32 31 | ¢ IS ) 80 77.5525 
| 500 as 120 ug ¢ ; 16 12) 1£ : 80 60 75 
I, 1000 20 | 2/13 16 17) 21 ii 80 55 «85 105 45 
{ 1500 20 2 5 14 25 j 5) 750670 «125)—«—+50 
Il 50) 20 |i é 20 19 20 17 5 5 95 100 8&5 70 


{ 1000 20 ) 21 27' 8 5 80 50 105 1385 40 

IT], 1500 20 || 1) 5/14: 9/15 20 Do la 5; 75;100 55 

| 2000 « 20 1 715) 9 626 5 385 7545 30 130 55 

* Durch Multiplikation der angegebenen Hormondosen mit 1,66 erhalt man die inte: 
nationalen Einheiten. 
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Tabelle IIL. Bliitenstande der Primeltn. 





Zahl der Bliitenstinde Auf 100 PHhanzen umgerechnet 


ric 
> 


Nn « 


Grobe 

Knospen 
Kontrolle . . . 40 — 38 3811 255695 — 7,5 7,527.5 62.5 149 2375 
| 500 | 38 412 193650 515 20 60 | 95 180250 
I, 1000 614 172853 — 30 70 | 85 |140265 
1500 5 1118 243966 1525 55 90 120 195330 
I 500 200 2 4 815 224167 1020 40 75 110 205.335 
( 1000 20 - 1 8 143064 — 5 40 70 150320 
1500 20 1 2 9142648 — 5 45 70 130240 
| 2000 * 20 1 111 182664 — 5 5 55 90 130320 


* Durch Multiplikation der angegebenen Hormondosen mit 1,66 erhailt man die inter 
nationalen Einheiten. 


Ill 
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Tabelle IV. Zahl der angelegten und entwickelten Bliitenstand: 
der Primeln. 





Effektive Zahlen Auf 100 Pflanzen berechnet 


flanzen 


> 


p 


7,535 67,5) 87,5 142.5 $ 

5 60110 130 175 

0 (65,110 |125 170 245 (310 
5d 85140 165 190 320 380 
25 70140 170 210 290 405 


l 1000 0 45 85 90 175 285 36! 
IIT, 1500 f 5 30 80 90 145 230 295 
2000 2 $16 % Dd 5 40 80 100 120 260 37° 


Kontrolle . 
| 500 

IT? 1000 
| 1500 


II 500 


! 
: 


LO bo LO LO 
Dirwoto-| 


Schering sche 
ME. 
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Um auch ein Bild von der unterschiedlichen Entwicklung der Pflanzen 
ulibermitteln, geben wir in Abb. 2a und 2b den Stand des Versuchs wieder, 
n welchem von Kontrollen und dem Versuch LI die seehs besten und vier 
chlechtesten Pflanzen abgebildet sind. Es fiel allen Beobachtern dieses 
Versuchs aut, wieviel kraftiger im allgemeinen die behandelten Pflanzen 

aussahen. 


2a. Kontrolle 


Abb. 2b. Versuch. 


Im Laufe der Monate Juni und Juli bildeten die Primeln auf dem ersten 
Bliitenstand eine zweite und sogar eine dritte Etage. Wir haben unseren 
Versuch auch in dieser Richtung statistisch erfaBt und geben das Ergebnis 
der Bliitenetagen in Tabelle V> wieder. 


Tabelle V. Bliitenetagen der Primeln. 





Zahl der Etagen Auf 100 Pflanzen berechnet 


13. VIL. 30. VIL. 8. VI. 25. V1.13.Vi, 30. VEL. 


Pilanzen 


Kontrolle . . . - - 8 251 3 f 20 62.5 
| 500 2 : g 2 20 5|—I1£ 45 10 100 
I ,1000 13 19 5 —| § 65 —- 95 
11500 195 30 8 5\—45— 95 25 150 
Il 500 17 3 32 | 45 — 85 15 160 
(1000 -11;— 19 55 — 95 
1500 10 3 15 6 - 1 5015 75 
2000 12 19 sats | ent aol am GQ Se 


ME. 


lil 


Schering sche 


Fassen wir das Ergebnis dieser Versuchsreihe zusammen, so kann 


man sagen, daf§ man bei der Primula obconica ein Optimum der Wirkung 


erhalt, wenn man nach Versuchsschema II dosiert. In der Praxis diirfte 
man wohl mit der Anordnung Ib, d.h. mit 1000 ME. 1660 JME. 
pro Woche auskommen. 


I)* 
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Versuch mit Fuchsien 


(Sorte Cupido). 


2000 
2000 


Am 17. April 19384 wurden 
200 junge Stecklinge einzeln in 
Blumentépfe von l0cem oberem 
Durchmesser gepflanzt, welch: 


2000 
2000 


mit einem Gemisch von ? 
Lauberde, ! , leichter Kompost 
erde und etwas grobem Sand 


2000 


2000 


gefiilllt waren, die am 28. Ma 
in Tépte von 13 em oberen 


Kinheiten. 


1500 
2000 


Durchmesser umgetopft wurden 
Am 25. April waren die Pflanzen 
durchgewurzelt und wurden zum 
Versuch zusammengestellt. An 
diesem Tage erfolgte auch die 


Die Multiplikation der 


500 
2000 


1 


erste Hormongabe im Sinne des 
eingangs entwickelten Schemas 


(s. Tabelle V1). 


ME. 
5 


0n 
2000 


1 


internationalen 


Wir geben in Abb. 38a und 
3b ein Bild des Versuchsstandes 
vom 15. Juni wieder, in dem 


die 
1000 
2000 


Schering sche 


rt 


die zehn besten Pflanzen det 
Reihe IL mit den zehn besten 
Pflanzen der WKontrollen vei 


ersuchsanordnun 
oil 


1000 
2000 


glichen sind. 


der 


- 


Auch in diesem Versuch 


1000 
2000 


war die besonders — kraftige 
Entwicklung der behandelten 
Pflanzen sofort zu erkennen. 
Die Zahlung der Knospen und 
Bliiten konnte bei diesem Ver- 
such in der gewohnten Weise 


Schema 


500 


nur vom 15. Mai bis 15. Juni 


500 


erfolgen. Dann steigerte = sich 
die Zahl der Bliiten so stark, 
daB wir es vorzogen, nur noch 
die abtfallenden Bliiten zu 
zahlen. Diese sind in den beiden 
naichsten Tabellen zusammen- 
gestellt. 


Fuchsien. 
Hormonmengen mit 


mit 
500 


Auch bei vorsichtiger Be- 


Versuch 


Stick 


angegebenen 


urteilung zeigen die behandel- 


der Pflanzen 
40 Stiick 


180 


ten Pflanzen eine mindestens 
100°, ige  Steigerung — dei 


Hormongaben am: 


| 


Blitenzahl. Ebenso ist es 
offenbar, daB auch bei den 


Tabelle VI. 





Kontrollen 


Fuchsien das Optimum de: 
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l\. 


B05 


Josicrung bei der Versuchsanordnung Ll liegt. wie wir es schon bei den 


Primeln gesehen haben. 


af 
+ 


‘Tabelle 


Pat 
ae 
4 


, 
4 


*~ 
+“ . 


Vil. Zahl det 


%, 


Abb. 3a. Kontrolle. 


Abb. 3b Versuch 


abgefallenen | 


4 a $ 2- 
ts a. ih 2 A pie ~« Y vA 
-" a) = as / 


sliiten der 


a 


e 


Fuchsien. 





Kontrolle 
500 
1000 
1500 
500 
| 1000 

IT, 1500 
lon00 


| 
iT 


Tabelle V 


ro = 0 | 
ore 


— 
me FTW ok si! 


Mk. 


Schering sche 


te | 
pt 


fallene 


> 


120 
125 


94 


129 118 
157 137 
143 132 
109 160 148 
135 172 161 
134 169 137 
169 173) 133 
198 149 142 


Bliiten der Fuel 
umgerechnet. 


109 
180 
176 
153 
193 
168 
144 


138 


112 47 
68 
63 
62 
72 
83 
91 
87 


127 
123 
132 
119 
118 

98 


isien auf je 100 


56 
48 
63 
58 
SD 
83 
92 


Pftlan 


L. 


79) 
985 
966 
450 
LO9S 
1005 
1066 
1085 


zen 





Kontrolle 
| 500 

I ) 1000 
11500 
500 

| 1000 

IIT | 1500 
l20n0 


II 


. = 


7,5 125! ; 


205 
360 


185 { 


280 
185 


F 440 8 


400 


322.5 295 272 
785 685 900 
715 670 880 
800 740 765 
860) =805 965 
845 685 840 
865 665 720 
745 0 ©=67710 690 


280 172,5117,5 
590 420 340 
635 465 315 
615 390 310 
660 435 360 
595 315 415 
590 295 455 
499 415 435 


460 


Summe 
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Versuch an Nelken, 

Wir geben das Ergebnis unserer Versuche an Nelken (Herbst 
zauber rosa) in einer zusammengetabBten Tabelle wieder, von der wii 
glauben, daB sie nach dem Vorhergesagten ohne weiteres verstandlich ist 
und zwar gleich in Prozenten. Aus der Tabelle ist es klar ersichtlich 
daB in diesem Falle das Optimum der Wirkung bei der Versuchs 
anordnung Le liegt, und daB der Stand dieser Versuchsreihe gegeniibe: 
den Kontrollen zeitweise das Dreifache an Bliiten ibersteigt. 


Tabelle IX. Bliiten der Nelken auf je 100 Pflanzen umgerechnet. 





x ce 


Kontrolle ... — - — 12.5, 22.5) ; 62,5, 92.5112; 
| 500 30' 45; 70 8&5 30/140 190 200 

I (1000 - 25 50 80 95 110 160 180 

11500 35 75 115 120 165 190 270 300 

Il 500 5120! 380 50 5 90 185 150 
| 1000 5' 20! 25 30 } $5 (155 170 

I , 1500 5. 10: 30 35 : 85 120 140 


ME. 


I] 


Schering sche 


2000 P 10;' 15) 80 30 | 95 |140 15d 


Versuch an Chrysanthemen. 


Die Wahl dieser Pflanzen verdanken wir der speziellen Anregung von 
Herrm Professor Noack, Dahlem, dem wir auch an dieser Stelle hierfii 
unseren besten Dank sagen. Wir glauben, die Nachpriifung gerade dieses 
Versuchs allen denjenigen empfehlen zu kénnen, welche bisher unsere 
fesultate nicht oder nur teilweise bestatigen konnten. 
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SPTEMeEe 


Abb. 4b. 


Abb. 44. 
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Abb. 4e 


Am 19. Juni erhielten wir von der Firma Pahl, Zehlendorf, 100 Stiick, 
etwa ',m hohe, in Spezialerde fertig getopfte Pflanzen der Sorte Konverse, 
die alle nach eingehender Untersuchung frei von = sichtbaren Knospen 
ansitzen waren. 

Diese Pflanzen wurden zu je 20 Stiick zu folgendem Versuch geordnet 

20 Pflanzen: Kontrolle 

dB) 5OO Sche ringsche ME. pro Woche 

20 1oo0o 2 
20) . 1500 


20 . 2000 


Sie wurden gemeinsam in einem Friihbeet untergestellt und erhielte: 
0. Juni die ersten Hormongaben gleichzeitig mit der iiblichen Hakaphos 
losung. Die Hormongaben wurden am 27. Juni, 4., 11.. 17., 25. Juli, 1. 8.. 
10. und 22. August wiederholt. 


am 2 


Am 26. Juli waren bereits bei fast allen Pflanzen die Knospen aus 
gebildet, nur mit dem Untersehied, daB diese bei den Kontrollen noch erbsen 
groB, bei den Versuchspflanzen zum gr6Bten Teil schon erheblich gréBer 
waren. Auch die weitere Entwicklung der Knospen war bei den hormon 
behandelten Pflanzen wesentlich beschleunigt. Am 9. August waren lie 
Knospen der meisten Pflanzen bereits gefarbt, so daB sie ins Gewachshaus 
gebracht werden muBten. Hier erbliihten die Versuchspflanzen schnell, 
wahrend die Kontrollen, obwohl ihr Standort unter den Versuchspflanzen 
beliebig verteilt war, sich nur langsam entwickelten. 


Die fiinf Abbildungen zeigen den Stand des Versuchs am 7. September. 
Wir haben jeweils die zehn besten Pflanzen der einzelnen Versuchsreihen 
abgebildet. Es zeigt sich dabei, daB das Optimum der Dosierung | bei 
1000 ME. pro Woche liegt, und daB die héhere Dosierung nicht nur keine 
Steigerung zu bringen vermag, sondern eher die Wirkung abschwacht. 


Den Verlauf des Versuchs haben wir in Tabelle X zahlenmabig 
zusammengestellt. 
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Tabelle X. Verlauf der Knospenentwicklung bei Chrysanthemen, 





Knospen Knospen 
Zahl Bliiten 
der grols klein gros kleit 
Ptlanze 
26. VIL. 1934 22. VILL. 1934 


Kontrolle 
500 
LO00 


1500 


2000 





Knospen Knospen 
Zahl liit Bluten 


der grots klein 


Pflanzen 


Kontrolle 
500 
1900 
1500 


2000 





Knospen Knospen 
Zahl Bliiten 
der groti klein 
Ptlanzen 
14. IN. 1934 


Kontrolle 20 
500 218) 
1000 20 
1500 20 


2000 711) 


Nach den Erfahrungen an Primeln, Fuchsien, Nelken und Chrysan- 
themen méchten wir nicht bezweifeln. daB man an anderen Blumenarten 
bei zweckmaBiger Dosierung gleichsinnige Resultate erhalten wird. Wir 


haben z. B. noch Veilchen, Alpenveilchen, VergiBmeinnicht, Kalanchoe, 


teils selbst in unsere Versuche einbezogen, teils sind wir dankenswerter 
Weise von anderer Seite unterstiitzt worden. Alle diese Versuche be- 


statigen unsere oben geschilderten Beobachtungen durchaus. 


Um nun auch Nutzpflanzen in den Kreis unserer Arbeiten einzu- 
beziehen, haben wir unsere Versuche erneut auf Tomaten ausgedelint 





W. Schoeller u. H. Goebel: 


Versuch an 
Tabelle XI. Tx 


(Die Multiplikation der angegebenen Hormo 





Zahl 
dei 
Pflanzen 


Kontrolle . o.. é 450 2 515 § 820 
500). } 985|| 3 1178! ; 685 7 260 470 — 
1/1000] = $1 || 3 395 66 300 590 5 200 

11500 5 Alt 345 7 350 430 160 
I 500. = , F 1050 12 560 18 900 430 

(1000 aA } 5h 840 10 500 470 3 150 
WT ,15007 ) 20 8, 455 4'170 § 300 . 

loonn | % ‘ 2 175 6 300 6 280 11 540 180 


Am 5. April wurden 10 bis 12 em groBe Pflanzchen in Lauberde, leichten 
Kompost und Lehm in Toépfe von 10 ¢m oberem Durchmesser eingetoptt. 
Am 13. April wurde der Versuch zusammengestellt.. Wir haben das Grund 
schema der Dosierung wiederum beibehalten und nahmen dazu 12 Pflanzen 
zur WKontrolle, tiir den Versuch | je 6 Pflanzen, fiir den Versuch LL 12 Pflanzen 
und fiir den Versuch [11 je 6 Pflanzen. Bis zum 18. Mai wurden die Pflanzen 
im Gewachshaus bzw. Friihbeet gehalten. Am 18. Mai wurden sie wahllos 
ohne Topf ins Freiland gepflanzt. Von nun ab erhielten die Pflanzen auber 
der normalen hakaphoshaltigen Hormonl6sung noch eine Extrazugabe von 


Hakaphosdiingung, und zwar 250 cem einer 2° igen Loésung pro Woche. 


Das Ergebnis des Versuchs zeigt sich am besten aus dem Frucht- 
ertrag, welehen wir in Tabelle XJ nach Stiickzahl und Gewicht chrono- 
logisch geordnet haben. 

Diese Tabelle enthalt die Zahl der jeweils geernteten Friichte nebst 
ihvem Gewicht. Die letzten Vertikalkolumnen enthalten die Summe der 


\ 





Einwirkung Ostrogener Substanzen auf Pflanzen. 1V. 


od ). 
te. Versuch 1934. 


1.66 ergibt die mternationalen Einheiten.) 





auf 


100 Pflanzen 


10. VIII 5. 21. VIII. «28. VIII 


Gesamt- 
Gesamt 
Ernte 


ler 


Gewieht 


» 265 § 450 20 1170 3862310 241170 161200 883790 254 12 TSO 2116.6 106 500 
> 320 460 § §959 17 850 10 550 191350 46 2900 186 10 354 3200.0 172 566 
160 §$ 870 15 850 161060 221600 171220 43 2230 179 10 1938 2983.3 169 833 
§ 395 450 7 950 13 950 201430 9 850 553240 169 10 839 2816.6 180 650 
730) «69 490 30 1780 563350 322260 191570 855220 348 20 702 2900,0 172 517 
5 425 500 950 262020 14 950 12 810 613220 195 11 355.3250.0 189 250 
875), 5270 1220 261580 281940 171000 502860 194 11 350 3233.3 189 166 
255 38 160 20 1270 261590 12 760 161010 5528380 195 10 470 3250.0 174 500 


geernteten Friichte nach Stickzahl und die Umrechnung dieses” Er- 
gebnisses auf 100 Pflanzen. Es zeigt sich, dal schon bei der kleinsten 
Hormondosis eine Erntesteigerung von etwa 60°, erreicht ist. 


Die Abb. 5 zeigt die Ernte der Kontrollpflanzen und des Versuchs IT, 


die deshalb miteinander direkt vergleichbar sind. weil sie beide an je 
12) Pflanzen durchgefuhrt wurden. 

Wir halten uns fiir berechtigt, in den vorliegenden Versuchen eine 
Kestatigung unserer friheren Mitteilungen erblicken zu kénnen, und 
geben der Hoffnung Ausdruck, daB diese Versuche so einfach in ihrer 
Anordnung und so klar geschildert sind, dab Zweifel und Kontroversen 


kiinftighin vermieden bleiben. 





Zur Kenntnis der Globuline und Albumine des Serums. 
VII. Mitteilung: 
Der Tyrosin- und Cystingehalt der EiweiBkérperunterfraktionen von Cirrhose-, 
Sarkom- und Carcinompunktionsfliissigkeiten. 
Von 
B. Lustig und E. Mandler. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Pearsonstifttung, Wien IX. 


(Binge qangen am 26. A pril 1933.) 


Die in den vorangegangenen Publikationen! mitgeteilten Unter- 
suchungen ergaben, dab die auf Grund ihrer Fallbarkeit mit Ammon- 
sulfat bzw. Léslichkeit in Wasser, 0.6°,iger NaCl oder 1°, iger Soda 
dargestellten Unterfraktionen der SerumeiweiBbkérper beziiglich ihre: 
physikalischen und physiologischen Eigenschaften sowie in_ ihrer 
chemischen Zusammensetzung untereinander differieren. Besonders 
sind, auch in der clementaren Zusammensetzung die in geringer Menge 
vorhandenen soda- und natronlaugeléslichen Globulinfraktionen, von 
den die Hauptmenge der Globuline bildenden wasser- und kochsalz- 
loslichen Unterfraktionen different. Ebenso die zwischen 75 bis 100°, 


(NH,),SO, fallbare Albuminfraktion IIT von den iibrigen Albumin- 
unterfraktionen. Weitere Untersuchungen ergaben Differenzen in der 
Menge und Art der einzelnen Unterfraktionen bei verschiedenen patho- 


logischen Seren, Immunseren und Punktionsfliissigkeiten. 


Diese von uns erhobenen Befunde tiber die Vielheit der Globuline und 
Albumine im Serum fanden ihre Bestatigung in den zum Teil unabhangiy 
von uns erhobenen Befunden von Lang?, Schenk?, Bonot*, Metzger. 
Schmitz und Wulkow® und ihren Mitarbeitern. Diese fanden bei der Unter 
suchung der physikalischen und chemischen Eigenschaften verschiedene: 
KiweiBkérper sowie bei der Bestimmung des Gehalts an einzelnen Amino- 
sduren in normalen und pathologischen Seren sehr weitgehende Differenzen 
zwischen den einzelnen Fallen. Befunde von P. Mutzenbecher? ergaben, dais 
bei der Bestimmung der Sedimentationsgeschwindigkeit der Serumeiweil - 
kérper nach Sv dbergq vier EKiweiBkérper von verschiedenem Molekulargewicht 
im Serum nachweisbar sind. Bei Bestimmung mit Gesamtglobulin konnte 
er neben einem die Hauptmenge der Globuline bildenden EiweiBk6érper von 
wahrscheinlichem Molekulargewicht viermal 35000, zwei weitere Globuline 
von héherem Molekulargewicht nachweisen. Pathologische Sera zeigten 
ein gegeniiber der Norm abweichendes Verhalten. 


' Diese Zeitschr. 225, 247, 19380; 231, 139, 472, 1931; 288, 307, 1931; 
249, 373, 378, 1932. * Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 167, 708, 1932. 
3 Ebenda 169, 343, 1933; Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 4. 4J.de 
Chim. Phys. 31, 258, 301, 383, 1934. ® Dissertation StraBburg 1932. 
® Diese Zeitschr. 245, 408, 1932. * Ebenda 266, 226, 250, 259, 1933. 
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Die GréoBe der von verschiedenen Autoren getundenen Abweichungen 
im Gehalt der SerumeiweiBkérper an einzelnen Aminoséuren bei ver- 
schiedenen pathologischen Fallen) schwankt je nach den verwendeten 
Methoden im weitesten MaBe. So z. B. fanden WWetzqger (1.¢.) und Block! bei nor- 
malen Seren keine, bei pathologischen deutliche, wenn auch verhaltnismabig 
veringe Veranderungen im Gehalt der SerumeiweiBkorper an einzelnen Amino- 
siiuren, wahrend andere Autoren nicht nur bei pathologischen Seren, sondern 
auch bei normalen und beim gleichen Individuum an verschiedenen Tagen 
oder nach Nahrungsaufnahme, Medikamenten, AderlaB u.a. schon sehr 
starke (bis 100°0) Veranderungen im Gehalt an einzelnen Aminosauren der 
SerumeiweiBkérper fanden. Es wurde hauptsachlich Tryptophan, Tyrosin, 
Cystin, Arginin und Lysin bestimmt. Im Gegensatz zu diesen beim gleichen 
Individuum gefundenen starken Schwankungen im CGehalt der Serum- 
eiweiBkérper an einzelnen Aminosiiuren stehen die physikalischen und physi- 
kalisch-chemischen Eigenschaften des Serumeiwei®Bkorpers, die bei solch 
starken Veranderungen in ihrem Aufbau aus einzelnen Aminosidiuren sich 
ebenfalls in ihrer Léslichkeit, Fallbarkeit und sonstigen physikalischen Eigen - 
schaften andern miiBten. Weiter die wahrscheinliche Herkunft der Serum- 
vlobuline aus dem Knochenmark?, die eine solech schnelle Veranderung im 
Aufbau der SerumeiweiBkérper erschweren wiirde. Die besonders von Beni- 
hold® erforschte Eigenschaft der SerumeiweiBbkorper als Transport vehikel kann 
nicht die Ursache dieser Veranderungen sein. Diesbeziiglich zeigen die 
Untersuchungen von London 4, dab fiir den Transport der Amino- 
sauren die Blutkérperchen in’ Frage kommen, wahrend die  Serum- 
eiweiBkérper nach B. Lustig ® Peptone und Albumosen aufneimen, doch ist 
die von den Globulinen bedingte Adsorption viel zu gering, um so weit- 
vehende chemische Verdanderungen zu verursachen. Wie sehr der Authbau 
und die Struktur der SerumeiweiBkérper an bestimmte begrenzte Be- 
dingungen gekniipft ist, die starke Veranderungen infolge geringfiigiger 
Eingriffe wenig wahrscheinlich machen, zeigen die Untersuchungen von 
Whipple und Mitarbeitern®, die fanden, daB wenn bei Hunden der Gehalt 
an Serumproteinen durch Aderlasse bestandig auf konstantem niedrigen 
Niveau gehalten wird, von verschiedenen mit der Nahrung zugettihrten 
EiweiBkérpern wechselnde Mengen zum Aufbau von 1g Serumprotein 
notwendig sind. So z. B. sind von Rinderplasma 2,7 g EiweiB, von Muskel- 


eiweiB 5,3 bis 6,0g¢, von Pankreas 15g, von Nierenproteinen aber 21 ¢ 


i, 
notwendig, um 1g PlasmaeiweiB aufzubauen. 


Diese von verschiedenen Autoren gefundenen Ergebnisse legten 
uns nahe, diese Verhaltnisse bei den einzelnen EiweiBunterfraktionen 
verschiedener pathologischer Fille naher zu untersuchen, um so mehr 
als die in den friiheren Mitteilungen angegebene Untersuchung gleicher 
Unterfraktionen verschiedener normaler Rindersera untereinander nur 
geringe Differenzen in ihren physikalischen und chemischen Eigen- 
schaften ergab. Zu diesem Zwecke priiften wir zuerst eine Reihe von 


1 J. of biol. Chem. 106, 457, 1984; Yale, J. biol. med. 7, 235, 1935. 
> Jiirgens, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 175, 558, 1934. 3 Ergebn. 
d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 42, 273, 1932. — ¢ Zeitschr. f. phys. Chem. 
228, 235, 1934. 5 Diese Zeitschr. 274, 313, 1934. 6 Chem. Centralbl. 
1935, I, Heft 11, S. 1723. 
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Aminosaurenbestimmungsmethoden, —besonders = von Tryptophan, 
Tyrosin und Cystin, auf ihre Brauchbarkeit. Diese Untersuchung ergab 
die auffallende Tatsache, dap alle bisher iiberpriiften Methoden, welche 
ohne gesonderte Hydrolyse und Lsolierung der betreffenden Aminosdure, 
die Bestimmung direkt im Eiweipkérper auf kolorimetrischem Wege ver- 
suchen, nur qualitativen Wert besitzen. Wir konnten, abgesehen von der 
moglichen teilweisen Unspezifitat mancher dieser Reaktionen, bei der 
Uberpriifung dieser Methoden unter Verwendung des gleichen Eiweib- 
k6rpers in wechselnden Konzentrationen sowie Kolorimetrierung inner- 
halb der gleichen, bei der Bestimmungsmethode als zulassig erklarten 
wechselnden Zeitabstanden, manchmal Differenzen bis zu 200°) im 
Gehalt der betreffenden Aminosiure beim gleichen Kiwei®kérper finden. 
Bei manchen Bestimmungsmethoden, bei denen, um Farbdifferenzen zu 
vermeiden, fiir die Kontrollen an Stelle der reinen Aminosaduren Casein 
verwendet wird, fanden wir, abgesehen von den in der Literatur 
wechselnden Angaben, in dem Tryptophangehalt des Caseins (1,2. bis 
18°.) und der besonders von Linderstroem-Lang' erforschten Vielheit 
der Caseine, daB bei geringen Anderungen der Alkalitaét die Farb- 
starke der Caseinlésungen sich der der SerumeiweiBkérper ent- 
gegengesetzt verhielt. Auf diese Unverwendbarkeit der direkten kolori- 
metrischen Bestimmungen ist der GroBteil der starken Differenzen 
der Literaturangaben, beziiglich des Gehaltes an einzelnen Aminosauren, 
bei dem gleichen KiweiBkérper zuriickzufiihren. So sind in der Mono- 
graphie von LE. Cohn?, ,, Cher die physikalische Chemie der Serumeiweib- 
korper*’, fiir Serumalbumin je nach dem Autor Werte von 0,52 bis 1,79° 9. 
fiir Serumglobulin Werte zwischen 2,28 bis 4°, angegeben. Metzger fand 
bei verschiedenen normalen und pathologischen Serumglobulinen Werte 
von 0,8 bis 1°, Tryptophan, wahrend andere Autoren bis zu 6°, angeben. 
Uber die bei der Cberpriifung der verschiedenen kolorimetrischen 
Methoden gefundenen Ergebnisse wird spater in einer gesonderten 
Mitteilung berichtet werden. Nur sei vorweggenommen, dab, so ver- 
lockend alle ohne gesonderte Hydrolyse und Isolierung arbeitenden 
kolorimetrischen Aminosiurenbestimmungsmethoden durch die Ein- 
fachheit der Ausfiihrung sind, diese nur qualitativen Wert besitzen und 


. ‘ . ° ‘ Py of . 
alle mit ihnen gewonnenen Ergebnisse eine Uberpriifung erfordern. 


Als brauchbar erwiesen sich von allen untersuchten Mikromethoden 
nur die von Folin und seinen Mitarbeitern, wobei auch bei diesen gewisse 
VorsichtsmaBregeln beachtet werden miissen. Fiir die Bestimmung von 
Tyrosin und Tryptophan wurde die Methode von Folin und Ciocalteu 
in der Mikroausfiihrung fiir 0,1 g Eiweib verwendet, wobei die von 


' Compt. Labor. Karlsberg 17, 1, 1929. 2 Ergebn. d. Physiol. 33, 
782, 1931. 3 J. of biol. Chem. S88, 89, 1929. 
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Me Farlane' vorgeschlagenen Verbesserungen  beriicksichtigt wurden. 
Die Vorschlage von v, Desed*, die Hydrolyse unter Druck im Autoklaven 
durchzufiihren, konnten leider nicht mehr beriicksichtigt werden, weil det 
GroBteil der Untersuchungen bei Bekanntwerden seiner Publikation 
schon fertig waren. Die Cystinbestimmung wurde nach Folin und 
Looney® in der Modifikation von Rimington* durchgetiihrt. 

Fiir die Darstellung der EiweiBkor per wurden, um die erforderlichen 
Kiweibmengen zu gewinnen, Punktionsfliissigkeiten verwendet. Zur 
Untersuchung gelangte eine durch kardiale Stauung  entstandene 
Punktionsflissigkeit, 2  Cirrhosepunktate, 2 Carcinompunktate und 
1 Sarkompunktat. Die von den einzelnen Punktionsfliissigkeiten ver- 
wendeten Mengen sowie thr Eiweibgehalt sind in der Tabelle | vereinigt. 


Tabelle lL. Menge und EiweiBgehalt der Punktionsfliissigkeiten. 





kiweib- M Fiweib- 
; ; nge 

gehalt Punktionsfliissigkeit anes gehalt 

cem ecm , 


Punktionsfliissigkeit Menge 


Kardial bedingte Carcnom I... 6000 
Ascitestlissizkeit so0n0 2. = | er 2900 
Cirrhose I... . 5000 2, WEE % ous 1000 
i. ; 1500 if Sarkompunktat . . 1000 





Die Darstellung der cinzelnen Eiweipkor perunterfraktionen erfolgte, 
wie in den vorhergehenden Mitteilungen angegeben, nach Freund und 
Joachim®, Die Punktionsfliissigkeiten wurden nach genauer Neu- 
tralisation hintereinander auf 33, 50, 66, 75 und 100°, neutraler ge- 
sittigter Ammonsulfatlésung bzw. festem Ammonsulfat gebracht. die 
einzelnen Fraktionen wurden abfiltriert, umgefallt und dialysiert. Nach 
der Dialyse wurden die bei Drittel- und Halbsattigung mit Ammon- 
sulfat ausgefallten Eu- und Pseudoglobuline auf Grund ihrer Léslichkeit 
hintereinander in Wasser, 0,6°,iger Kochsalzlésung, 1°, iger Soda- und 
1°, iger Natronlauge lésliche Unterfraktionen getrennt. Die in Kochsalz- 
Soda- und Natronlauge léslichen Globuline wurden noch  cinmal 
dialysiert, dann alle EiweiBunterfraktionen mit Aceton gefallt, mit 
Ather nachgewaschen und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 
Beziiglich der genauen Einzelheiten der Darstellung sei auf die vorher- 
gehenden Mitteilungen verwiesen. Die Bestimmung der Mengen der 
einzelnen Unterfraktionen, soweit sie durchgefiihrt wurde, ergab Werte, 
die mit den in der IV. Mitteilung bei untersuchten Punktionsfliissigkeiten 


gefundenen gleichwertig waren, so daB von ihrer Wiedergabe hier ab- 


gesehen werden konnte. 


' Ber. d. ges. Physiol. u. Pharm. 60, 708, 1931. 2 Diese Zeitschr. 271. 
142, 1934. 3 Ber. d. ges. Physiol. u. Pharm. 14, 7, 1921. * Ebenda 
60, 372, 1931. > Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 409, 1902. 
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Fir die Bestimmung der Aminosduren wurden die pulverisierten 
EKiweibkorper 48 Stunden im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet, 
weil. wie in der I. Mitteilung angegeben wurde, die trockenen Eiweib- 
kérper, ohne ihr Aussehen zu verandern, an der Luft bis zu 14°, Feuchtig- 
keit anziehen kénnen. Von jedem Eiweibkérper wurden fiir jede Be- 
stimmung 2 bis 3 Bestimmungen mit Einwagen von 0,08 bis 0,15 ¢ 
aufgestellt. Vorversuche ergaben fiir Tyrosin eine Fehlerbreite von 

4.5°,, fiir Tryptophan 3,8°), fiir Cystin 4.0°, der gefundenen 
Werte. Im Falle die gefundenen Werte bei den Parallelbestimmungen 
gréBere als die oben angegebenen Differenzen zeigten, wurden die Be- 
stimmungen wiederholt. Ebenso im Falle die Kolorimetrierung der Be- 
stimmungen, besonders der Tyrosin- und Tryptophanbestimmung, durch 
Mibfarbungen oder Triibungen erschwert war. Besonders oft  traten 
bei der Tryptophanbestimmung Triibungen auf, was unsichere Werte 
verursachte. Da fiir die Wiederholung dieser Bestimmungen nicht immer 
geniigende Substanzmengen (besonders von den soda- und kochsalzlés- 
lichen Globulinen) zur Verfiigung standen, sei von der genauen Wieder- 
gabe der Tryptophanwerte hier abgesehen. Die Tryptophanwerte werden 
zusammen mit der Bestimmung von Arginin, Histidin und Lysin an aus 
frischen Punktionsfliissigkeiten dargestellten Eiweibkorperuntertrak- 
tionen aufs neue durchgefiihrt werden. Es wurden zuerst eine Reihe von 
Bestimmungen des T'yrosingehalts der einzelnen Unterfraktionen durch- 
vefiihrt. Die gefundenen Mittelwerte sind in der Tabelle IL vereinigt, 


Tabelle Il. Tyrosingehalt der einzelnen Eiwei®fraktionen in ° 








EiweiBunterfraktion 3 eif be ks | 2% 

Ele | | ei €/ as 

Euglobulin, wasserléslich . . . 5,62 618 5,95 6,88 5,97 6,92 5.34 

NaCl-lislich . . . . 5,02 5.61 5,79 5,82 556 6,73 5,02 

a sodaléslich. . . . . 3,41 4,14 — 4,32 4,30 ae pee 

Pseudoglobulin, wasserlislich . . 5,10 6,88 618 5,28 5,57 5,76 5,42 

. NaCl-léslich . . 4,86 4,58 3,58* 5,20 5,69 5,32 

ss sodaléslich . .. 3,50 348 — 8,32 | 4,10 | 4,82 — 

Albumin I......... . | 455 | 4:28 (468 | 426 | 471 | 4.07 | 8,72 

° MW. ke se we es we PSR | Or S78 | 490 | 418 | 306 | 3.67 
PE ss See ow s 1 ee 5,96 4,53 - 


* Nur eine Bestimmung, 


Diese Untersuchung ergab bei allen Punktionsfliissigkeiten eine Ab- 
nahme des Tyrosingehalts vom wasserléslichen iiber die kochsalzléslichen 
zum sodaléslichen Eu- bzw. Pseudoglobulin, wobei die sodaléslichen Globu- 
line besonders niedrige Werte zeigten. Der Tyrosingehalt der Albumin- 
fraktionen I und IL aller Punktate war untereinander ziemlich gleich- 
artig, nur die Albumine des Sarkompunktats zeigten etwas niedrigere Werte 
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als die iibrigen Albumine. Die in geringer Menge vorhandenen Albumin II] 
Fraktionen (75 bis 100% gesattigte Ammonsulfatlésung) zeigen gegeniiber 
den anderen Albuminfraktionen einen erhéhten Tyrosingehalt, doch kénnen 
diese Verdnderungen durch die mit Ammonsulfatganzsdttigung mitfdllburen 
Substanzen (Albumosen usw.) bedingt sein, was bei der geringen EiweiB- 
menge dieser Fraktion stark ins Gewicht fallt. Der Tyrosingehalt det 
Albumine ist gegeniiber den Globulinen erniedrigt. Zwischen dem Tyrosin 
gehalt der EiweiBkérper aus der kardialbedingten Punktionsfliissigkeit, 
deren Zusammensetzung wir als gleich der der normalen SerumeiweiBkorper 
betrachten und den EiweiSunterfraktionen der Cirrhose- und Carcinom- 
punktate sind keine Differenzen vorhanden, wahrend der Tyrosingehalt 
der Eiwei®Bkérper des Sarkompunktats um 10 bis 15% niedriger ist. 


Wir untersuchten dann den Cystingehalt der einzelnen Unter- 
fraktionen, die gefundenen Werte sind in der Tabelle II] vereinigt. 


Tabelle II]. Cystingehalt der einzelnen Eiwei®Bfraktionen in ° 








EiweiBunterfraktion 





Car- 
cinom ITI 


cinom I 





Cirrhose I 
Cirrhose Il 


Kuglobulin, wasserléslich. . . . 3,96 4,28 4,27 4,50 3,51 | 3,31 4,20 
e NaCl-loslich . . . . | 3,82 3,92 - 3,96 | 3,73 | 3.56 | 3.60 

S sodalislich. . . . . | 3,50 3,52 - 83,72 3,40 _ _ 
Pseudoglobulin, wasserléslich. . 3,65 3,98 3,15 3,56 3,53 3,2 3,22 
- NaCl-loslich . . 3,27 4,10 - 3,38 410 — 3,13 

a sodaléslich . . . 2,90 3,18 — 8.52 | 2:76 -- - 
AlbuminI..........4| 6,50 | 6,98 | 5.97 | 4,98 | 5.32 | 5,90 | 4.80 
i Me ew ew we sw + OCR | 628-1 CGF |! Bie | 458 | Sab | 252 
MPs ea ene ee eee | ele 5,67 | 5,70 | — 5.02 


Die Untersuchung des Cystingehalts ergab bei den Albuminen gegen- 
iiber den Globulinen einen stark erhéhten Cystingehalt. Von den wasser- 
léslichen Euglobulinen zeigen die der Carcinompunktate IL und IIT einen 
um 10 bis 12% erniedrigten Cystingehalt, gegeniiber den gleichen Unter- 
fraktionen der Cirrhosepunktate. Die kochsalz- und sodaléslichen Euglobu 
line sowie alle Unterfraktionen der Pseudoglobuline der verschiedenen 
Punktate zeigen im Cystingehalt untereinander keine Differenzen. Von 
den Albuminfraktionen I und II zeigen die der Carcinom- und Sarkom- 
punktate einen um 15 bis 25% niedrigeren Cystingehalt als die der anderen 
Punktionsfliissigkeiten. Die Werte der Albumin III-Fraktion fallen auch 
hier aus der Reihe. 


Da diese Untersuchungen in Bestatigung unserer friheren Befunde 
besonders starke Abweichungen in dem Aufbau im Gehalt an einzelnen 
Aminosiuren bei den sodaléslichen Globulinen ergaben, gingen wir an 
die nihere Untersuchung dieser Unterfraktionen heran. Zu diesem Zweck 
wurden 1,75 g sodalésliches Euglobulin, welches aus den Carcinom- 
punktionsfliissigkeiten dargestellt wurde, mit Pepsin absolutum (Werch) 
und Salzsiure 3 Tage im Brutschrank verdaut. Die Verdauung ergab, 
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in Bestatigung friiherer Befunde von Freund und Joachim’ ahnlich dei 
Nucleinen, einen nach der Verdauung mit Pepsin-Salzsiure unldésliche 
Anteil. Die gleichzeitig auf die gleiche Weise untersuchten wasser- un: 
kochsalzléslichen Globuline und Albumine ergaben nach der Pepsin 
Salzsiure-Verdauung klare Lésungen. Der beim sodaléslichen Euglobuli: 
nach der Verdauung vorhandene flockige Niederschlag wurde al 
zentrifugiert, dreimal mit 5cem 0,5°,iger Salzsiure aufgeschwemmt 
und wieder zentrifugiert. Der Niederschlag wurde dann hintereinande: 
mit Alkohol und Ather gewaschen, getrocknet und gewogen. Die Meng 
des Niederschlags betrug 34,5 mg. Es wurden dann mit dem Niede1 


schlag folgende Bestimmungen durchgefiihrt: Stickstoffgehalt nac! 


Parnas-Wagner*, Phosphorgehalt — nach Embden- M yrbdack- Roche ° 
Kohlenhydratgehalt nach Tillmanns- Philippi in der von Lustig wid 
Haas’ vorgeschlagenen Moi:iifikation. Gleichzeitig wurden die gleicher 
Bestimmungen mit dem gleichen urspriinglichen sodaléslichen Eu 
globulin durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in det 
Tabelle IV vereinigt. 

Tabelle IV. 





Der nach Pepsin- 
verdauung 
unlisliche Anteil 


Sodalisliches 
Bestimmung Euglobulin 


9/5 0/, 
fae ae ae eee 12,82 9,80 
PHOOREIG 5. eG) 4 0,16 2.67 
Kohlenhydratgehalt . . . 3,25 16,00 


Diese Untersuchungen ergaben, da der durch Pepsinverdauung aus 
fallende unlésliche Anteil gegeniiber dem = urspriinglichen sodaléslichen 
Kuglobulin einen verminderten Stickstoff- und stark erhéhten Phosphor 
und Kohlenhydratgehalt besitzt. Besonders auffallend ist die Steigerung 
des Phopshorgehalts, der etwa einem Drittel des im urspriinglichen Eiweil 
kérper vorhandenen Gesamtphosphors entspricht, wahrend der nach Pepsin 
verdauung unléslich gebliebene Anteil dem Gewicht nach nur etwa 2°) 
des urspriinglichen EiweiBkérpers bildet. Weitere mit dem nach Pepsin 
verdauung unléslichen Anteil durehgefiihrte Reaktionen ergaben negativ: 
Tryptophanreaktion nach Komm-Boehringer*, negative Biuret- und Millon 
reaktion, wahrend von der Xanthoproteinreaktion nur die zweite Phas 
nach der Alkalisierung positiv war. Stark positiv waren .Jolischs Reaktion 
auf Kohlenhydrate und Bials Pentosenreaktion. 8 mg der Substanz wurden 
in ein paar Tropfen 1°%iger Kalilauge gel6st, dann mit Salzséiure wiede1 
angesduert und in einer kleinen Eprouvette 2 Stunden im Wasserbad 
hydrolysiert. Die Lésung wurde dann mit ammoniakalischer Silberlésung 
versetzt, wobei eine geringe aber deutliche flockige Fallung entstand, dir 


' Zeitschr. {. physiol. Chem. 36, 409, 1902. 2 Nach Rona, Blut und 
Harn. Springer, 1930. 3 Diese Zeitschr. 231, 472, 1931. — 4 Zeitschi 
f. physiol. Chem. 124, 382, 1929. 
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wahrscheinlich auf das Vorhandensein von Xanthinbasen zuriickzufiihren 
war. Weitere Untersuchungen konnten aus Mangel an Substanz nicht durch- 
vefiihrt werden, doch werden sie mit frisch gewonnenen EiweiSkérpern 
tortgesetzt. 

Diese Untersuchungen machen es wahrscheinlich, da die schon 
durch ihren Stickstoffgehalt sich von den wasser- und kochsalzléslichen 
Globulinen unterscheidende sodalésliche Globulinunterfraktion, welche 
nur einen geringen Anteil des Gesamtglobulins bildet, nicht nur 
hezuglich des Gehalts an einzelnen Aminosauren und Kohlenhydraten 
von den anderen Globulinen abweicht, sondern auch in ihrem chemischen 
Aufbau. Dieser ist dem eines Nucleoproteins ahnlich. Wie weit diese 
Fraktion mit dem seinerzeit schon von Panum (1852) und vielen anderen 
im SerumeiweiB gefundenen caseinihnlichen EiweiBkérpern identisch ist 
oder von Zellkernen abstammt, miiBte gesondert untersucht werden. 


Zusammenfassung. 

Es wurde in einer durch kardiale Stauung bedingten, in einer 
sarkomatésen und mehreren cirrhotischen und carcinomatésen Punktions- 
flissigkeiten die EiweiBkérper fraktioniert und der Cystin- und Tyrosin- 
gehalt der einzelnen Unterfraktionen bestimmt. Diese Untersuchungen 
ergaben: 

Der T yrosingehalt war in den cinzelnen mit Ammonsulfat gefallten 
Globulinfraktionen am héchsten im wasserléslichen Anteil, geringer im 
kochsalzléslichen und stark vermindert in der sodaléslichen Globulin- 
unterfraktion. Die Albuminfraktionen I und I] verschiedener Punktions- 
fliissigkeiten zeigen untereinander nur geringe Differenzen im Tyrosin- 
gehalt. Die in geringer Menge vorhandene Albumin III-Fraktion zeigt 
gegeniiber den iibrigen Albuminfraktionen einen erhéhten Tyrosingehalt. 

Der Gehalt an Cystin war bei den Albuminen viel héher als bei 
den Globulinen. Die aus Carcinompunktaten dargestellten wasser- 
léslichen Euglobuline zeigten einen um 10 bis 12°, héheren Cystingehalt 
als die gleichen Fraktionen der iibrigen Punktate, wihrend die kochsalz- 
und sodaléslichen Globulinunterfraktionen aller Punktate beziiglich 
ihres Cystingehalts untereinander nicht differierten. Von den Albumin- 
fraktionen zeigten die Albumine der Carcinom- und Sarkompunktate 
einen 15 bis 25°, geringeren Cystingehalt als die Albumine der ubrigen 
Punktionsfliissigkeiten. 

Die nahere Untersuchung der sodaldslichen Euglobulinunterfraktion 
ergab, daB diese abweichend von den anderen Globulinunterfraktionen 
nach Pepsin-Salzsiureverdauung ahnlich den Nucleinen einen in Wasser 
unléslichen Anteil liefert, welcher reich an Phosphor und Kohlenhydrat 
ist und nach Séurehydrolyse wahrscheinlich Xanthinbasen liefert. 





Gerinnungszeit und Konzentration des Gerinnungsstoffes. 
Von 
Albert Fischer. 
(Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 27, April 1955.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 
Aus friiheren Untersuchungen (1) wurde folgende Gesetzmabigkeit 
abgeleitet: Die Gerinnungsgeschwindigkeit v des Blutplasmas _ ist 
proportional der Gerinnungsstoffkonzentration c oder 


v= £2, (1 


Diese Regel hatte nur annahernd Giiltigkeit innerhalb gewisser Ge 

rinnungszeiten, die zwischen 60 und 1000 Sekunden liegen. Eingehende 

Versuche, tiber die hier berichtet werden soll, haben indessen gezeigt 

daB die Kurven insofern eine einfache Funktion darstellen, als sie durch 

Logarithmieren in gerade Linien tibergehen. Anstatt der frither auf- 

gestellten GesetzmaBigkeit geben wir jetzt die neue an. Sie lautet: 
1 


=— cc, 


worin ¢ die Gerinnungszeit, c die Gerinnungsstoffkonzentration, k und a 


Konstanten sind. a liegt gewéhnlich in der Nahe von 0,5. 


Methodisches. 

Fiir den Gerinnungsversuch wurde wie immer Hiihnerplasma_ ver 
wendet. Dies Plasma eignet sich besonders gut fiir Arbeiten iiber Gerinnung, 
weil man es ohne Beimischung von Gewebssiften oder Blutplaittchen 
isolieren kann. Als Gerinnungsstoff wurden Extrakte aus Hiihnerembryonen 
und den verschiedensten Organen von erwachsenen Hiihnern verwendet. 
Die Koagulationszeit wurde nach der friiher 6fters beschriebenen Technik 
bestimmt (2). 

Experimentelles. 

Die Abhangigkeit der Gerinnungszeit von bestimmten relativen 
Konzentrationen der benutzten Organextrakte wurde untersucht. Da 
die Organextrakte in gleichen Konzentrationen ganz _ verschieden 
gerinnungsférdernde Wirkung besitzen, haben wir dadurch verschiedenc 
von selbst gegebene Anfangskonzentrationen fiir die weiteren Ver- 
diinnungsreihen. Alle Gewebszellen enthalten  gerinnungsférdernde 
Stoffe und Heparin (3). Die zutage tretende Gerinnungswirkung eines 
Organextraktes ist also eine Resultante der Stoffe, die die Gerinnung 
beschleunigen und hemmen. Uber die Mengenverhaltnisse dieser beiden 
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Komponenten in den Extrakten wissen wir a priori nichts. Was wir 
ablesen, ist die Resultante der Wirkungen. Um den Verlauf der Ver- 
dimnungskurven unter wechselnden Mengenverhaltnissen der fordernden 
und hemmenden Faktoren zu studieren, haben wir kiinstlich die Heparin- 
und Organextraktmenge untereinander variiert. 


Weiter haben wir den Kur- 
venverlauf als Funktion der 
Verdiinnung, sowohl der Organ- 
extrakte als des sogenannten 
Thrombins untersucht. Dabei 
wurde gefunden, daB die Kurven- 
form die gleiche ist fiir nativen 
Organextrakt und fiir Organ- 
extrakt, der zusammen mit 
Serum bebriitet ist (Throm- ame 2 ae —_ i 
bin). Wenn Heparin in ge- <— Nonzentration ¢ 
ringer Konzentration zu dem Abb. 1. 
Organextrakt zugesetzt wird 


ad 
S 


und also bei der weiteren Ver- 
dimnung mitverdiinnt wird, 
bleibt die Kurvenform im Prin- 
zip die gleiche wie ohne He- 
parin. 
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Exp. 1269-6. Abb. 1 gibt ein t—+-— 
Versuchsbeispiel wieder und stellt 0 90 B10 60 50 %0 30 
die reziproke Gerinnungszeit als <— Nonzentration ¢ 
Funktion der relativen Konzen- Abb. 2. 
tration eines Hiihnerembryonal- 
extraktes dar. Die Kurve ist, wie 
aus der Abbildung zu ersehen ist, 
keineswegs eine gerade  Linie. 

Abb. 2. Exp. 1280-4-5 stellt 
die Gerinnungskurve von Blut- 
plasma als Funktion der Konzen- 
tration von einem Muskel- und 
einem Milzextrakt dar. 


ss 
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Abb. 3. Exp. 1286-1 zeigt 
den Kurvenverlauf von ,,Throm- 
bin‘*. Im Prinzip ist die Kurven- 
form die gleiche ; von einer geraden a ea Fe ae 
Linie ist keine Rede. 80 70 60 50 

<— Aonzentration ¢ 


8; 


Wird der Logarithmus der 
Konzentrationc als Abszisse und 
der Logarithmus der reziproken Zeit 1/t, mit 1000 multipliziert (um 
Zahlen gréBer als 1 zu bekommen), als Ordinate aufgetragen, dann 


Abb. 3. 
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liegen die Punkte in den meisten Fallen auf einer geraden Linie. Loga- 
rithmieren der Gleichung (2) gibt: 


1 
log 7 a.loge +b (b = log k). 


Diese Gleichung stellt eine geradlinige Abhangigkeit zwischen den 
Logarithmen der reziproken Gerinnungszeit und der Thrombinkonzen 
tration dar. 


Wird auf diese Weise die Gleichung fiir eine Reihe von Versuchen 
aufgestellt, so kénnen die Konstanten berechnet werden. Wir haben 
absichtlich eine groBe Reihe von sehr bunten Versuchen als Grundlage 
fiir die Berechnungen gewahlt. Alle diese Versuche sind in gleicher Weise 
ausgefiihrt, unter Anwendung der verschiedensten Gerinnungsstoffe, 
Organextrakte und Thrombinlésungen, unter Variation der Anfangs- 
konzentration der Extrakte und unter Variation der zugesetzten Heparin. 
menge zu konstanten Organextraktmengen. In Tabelle I sind die 
Konstanten aus diesen Versuchen berechnet, um etwas tiber die Streuung 
und Variation der Konstantenwerte zu erfahren. 


Tabelle I. 





Exp. Nr. || b=logk Exp. Nr. b=logk 


1269-6 0,97 0,41 | 1286-2 :- 0,52 0,30 0,62 
1269-1 0,75 0,60 | 1286-3 0,13 1,35 0,52 
1269-2 0,84 6, 0,48 | Dass. mit Heparin -:- 0,61 0,26 0,68 
1280-1281-1 -- 0,60 | 0, 0,44 | 1287-1 0,06 0,87 0,70 
1280-1281-3 0,54 3,5 0,42 | 1287-2 0,03 1,07 0,41 
1280-1281 -4 0,05 0,52 | 1276-1 0,17 1,48 | 0,58 
1280-1281-5 0,15 0,55 | 1276-2 : 0,389 0,41 | 0,80 
1286-1 0,50 0,50 | 1270-1 0,70 5,0 0,30 





Das gesamte Versuchsmaterial ist (ohne irgendeine Auswahl) in 
Tabelle | zusammengestellt. Daraus ist die Konstante berechnet. In 
Anbetracht dieses Vorgehens ist die (Ubereinstimmung der Resultate 
ganz befriedigend. 


Die Gleichung (2) ist mit guter Annaherung erfiillt. @ variiert von 
0,30 bis 0,80. Es ist streng genommen eine zu groBe Variation, um 
Mittelwertbildung zu gestatten. Es scheint ein gewisser Unterschied im 
Reaktionsmechanismus der verschiedenen vorliegenden Fille zu_be- 
stehen. Dies liegt wahrscheinlich daran, daB in den verschiedenen 
Extrakten die in die Reaktionsfolge eingehenden einzelnen Stoffe nicht 
immer im gleichen Mengenverhaltnis zueinander stehen oder vielleicht 
auch qualitativ verschieden sind. Wenn man nun aber doch einen 
Mittelwert von 16 Versuchsreihen bildet, so erhalt man den Wert fii 
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a = 0,54, was sehr nahe !/, ist. Unter den genannten Vorbehalten 
lautet die Gleichung: 
1 


c. Fe. 3) 
; \ 

Die Konstante & scheint in den einzelnen Fallen mit der Konzentration 
der verschiedenen Gewebsextrakte zu wachsen. 

Wir geben hier einige 
Versuchsbeispiele wieder, um 
zeigen zu kénnen, wie sich die 
Punkte annaihernd um eine 
yerade Linie gruppieren. 

Abb. 4. Exp. 1280-1, 3,4, 5 
stellt fiir Kurve 4 und 5 den- 
selben Versuch dar, fiir welchen 
wir in Abb. 2 die reziproke Ge 
rinnungszeit als Funktion der 
Konzentration abgebildethaben. 
In Abb. 4 sind die Logarithmen 
abgebildet. Es ergibt sich dann 
in ganz befriedigender Weise 
eine gerade Linie. Abb. 4, 
Kurve 1, 3, 4 und 5, sind 
EXxtrakte aus Leber, Niere, 

Milz und Muskel. 

Abb. 5. Exp. 1269-6 
stellt den Versuch von 
Abb. 1 mit Embryonal- 
extrakt dar. 

Abb. 6. Exp. 1286 
reprasentiert einen Ver- 
such mit Thrombin. Hier 
ist die Streuung der 
Punkte, im ganzen 18, 
etwas gréBer. 


In Tabelle I sind 
die Konstanten der 
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berechnet. Die Tabelle 
zeigt, dab die Zahlen- 
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um den Wert 0,5 gruppieren. Die Konstante k variiert viel starke1 
und ist von den speziellen Versuchsbedingungen (wahrscheinlich auch 
von der Temperatur) abhangig. Der Zahlenwert der Konstante / 
kann nur mit geringer Genauigkeit bestimmt werden. 


Versuche 1431-1 und 4 zeigen die Abhangigkeit der Konstante k 


von der Anfangskonzentration des Gerinnungsstoffs. In der logarithmi- 
schen Kurve 1, Abb. 7, ist die 


= re Konstante k == 0,47. Die 


Lésung enthielt 0,1 ccm 





eines Embryonalextraktes 
auf 1lccm_ physiologische 
Kochsalzlésung. Die loga- 
rithmische Kurve 4, Abb. 7, 
hatte nur die halbe Konzen- 
| tration Embryonalextrakt, 
_ namlich 0,05 cem auf 1 cem 
a. a 05 10 45 ~ 20 Kochsalzlésung; k = 0,40. 


/ 








& 


> /0g kwachst also mit der Anfangs- 


Abb. 7. 


konzentration des  Gerin- 
nungsstoffs. Die Versuche 
1431-1, 2 und 3 geben die 
Variation des Exponenten a 
wieder, die von der Heparin- 
konzentration abhangig ist. 
Der Zusatz von Heparin ver- 
andert, wie aus der Abb. 7, 
Kurve 1, und Abb. 8, 
Kurve 2 und 3, hervorgehen, 
die Neigung der Geraden. 





re Fiir die folgenden Ver- 


”) If 46h 2 i 
—>ie . es suche ist nun die Heparin- 
Abb. 8 menge variiert, alle an- 


deren Bedingungen sind dic 
gleichen. In Versuch 1431-1 ist kein Heparin, in 1431-4 ist 0,05 ccm 
0,5°% iges Heparin zu 10 cem Plasma zugesetzt. Die Werte des Ex- 
ponenten sind folgende. 





Tabelle II. 
ecm Heperin (0,5°/o) in 10cem Plasma a 
0,00 0,41 
0,05 0,73 


0,15 0,92 
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Die Konstante a wachst mit zunehmender Heparinkonzentration an 

Wird die Heparinmenge im Verhaltnis zur Konzentration des 
Gerinnungsstoffs groB, so bleibt die logarithmische Kurve nicht mehr 
eine Gerade (Abb. 9), Ex- 
periment 1432. Dies kommt 
daher, wie eine  spatere 
Arbeit zeigen soll, daB die 
durch Verbindung von 


7¢ 


Heparin und Gerinnungs- 
stoff entstehenden Kom- 
plexe stark dissoziiert sind. 
Bei der mathematischen 
Bearbeitung des Materials 
war mir Herr Ingenieur d 





— > /o0c 


T. Astrup behilflich. a. 9. 


Zusammenfassung. 

1. Die friiher von uns aufgestellte Gesetzmabigkeit (1), ,,die Ge- 
rinnungsgeschwindigkeit ist der Konzentration des Gerinnungsstoffs 
proportional’, hat nur innerhalb eines bestimmten MeBbereichs an- 
nahernde Gilltigkeit. Die neue Regel hat Giltigkeit innerhalb bedeutend 
weiterer Grenzen und lautet: 


Die Gerinnungsgeschwindigkeit = die reziproke Gerinnungszeit 
ist einer Potenz der Gerinnungsstoffkonzentration proportional: 
1 
v= — = k.c* 
t 


Der Exponent ist annahernd 0,5 und die Gleichung wird also im 
Spezialfall : 
I 


v _ k. C. 
\ 


2. Der Einflu®B der Versuchsbedingungen auf die Zahlenwerte der 
Konstanten a (die Exponenten) und k& wird gezeigt. 

3. k hat je nach den Versuchsbedingungen sehr verschiedene 
Zahlenwerte und ist von der Konzentration des Gerinnungsstoffs ab- 
hangig. 

4. Der Exponent a ist von der Heparinkonzentration abhangig und 
sein Zahlenwert wachst mit zunehmender Heparinkonzentration. 


Literatur. 
1) A. Fischer u. A. Schmitz, diese Zeitschr. 259, 67, 1933. 2) As 
Fischer, Pfliigers Arch. 225, 737, 1930. — 3) A.F. Charles u. D. A. Scott, 


J. of biol. Chem. 102, 425, 431, 437, 1933. 








Stéchiometrische 
Bindungsverhiltnisse zwischen Heparin und Gerinnungsstoff. 


Von 
Albert Fischer und Tage Astrup. 
(Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 27. April 1935.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Gerinnungsférdernde Organextrakte — in der Ausdrucksweise det 
Fermenttheorie Thrombokinase genannt — besitzen die Fahigkeit, 
Heparin zu binden (1). Mit zunehmender gerinnungsférdernder Wirkung 
der Extrakte nimmt ihr Bindungsvermégen fiir Heparin zu. Diese 
Ubereinstimmung in der Fahigkeit, die Blutgerinnung zu férdern und 
Heparin zu binden, fiihrten uns zu der Annahme, dal die beiden Eigen- 
schaften in naher Beziehung zueinander stehen. Es erhob sich die 
naheliegende Frage, inwieweit die gerinnungsférdernde Eigenschaft der 
Organextrakte geradezu auf einer Bindung des stets im Plasma vor- 
handenen Heparins beruht. Danach wiirde mit anderen Worten die 
Xolle der sogenannten Thrombokinase allein darin bestehen, den Schutz- 
stoff Heparin, der die spontane Koagulation der PlasmaeiweiBe ver- 
hindert oder verzégert, zu binden. 

Durch die Untersuchungen tiber die Bindung von Heparin an Ei- 
wei (1) haben wir gesehen, da das Heparin die Gerinnung des Blut- 
plasmas aus dem Grunde verhindert, weil es sich mit einer der bei dem 
ProzeB beteiligten Komponenten verbindet. Die basische Komponente 
des Gerinnungsvorgangs besitzt namlich eine weit gréBere Affinitat zum 
Heparin als zur sauren Komponente des Gerinnungsvorgangs. Mit 
abnehmender Heparinmenge, bis zu einer gewissen Minimalkonzentration, 
treten die Komponenten des Gerinnungsvorgangs mehr und mehr in 
Reaktion miteinander, so wie vorher die basische Komponente mit dem 
Heparin reagierte. Wiirde es sich nun herausstellen, daB die Wirkung des 
Gerinnungsstoffes auf einer Heparinbindung beruht, dann ware die 
Méglichkeit vorhanden, eine Briicke zu dem weiteren Verlauf des Ge- 
rinnungsprozesses zu schlagen. 

Die Aufgabe dieser Arbeit ist, zu zeigen, daB zwischen den gerinnungs- 
fordernden Stoffen und dem gerinnungshemmenden Stoff Heparin 
stéchiometrische Verhaltnisse bestehen. Weiter werden wir die Disso- 
ziation der aus Heparin und Gerinnungsstoff entstandenen Verbindung 
besprechen. Von den beiden Stoffen ist nur das Heparin in reinem 
Zustand bekannt (2). Der Gerinnungsstoff kann aber nun auf Grund der 
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oben erwahnten Beziehung zum Heparin als Heparmaquivalente aus- 
gedriickt werden. 
Methodisches. 


Das Gerinnungssystem bestand wie gew6hnlich aus Hiihnerplasma und 
verschiedenen Extrakten von Organen erwachsener Hiihner oder Embryonen. 
Als Heparin wurde ein Praparat von Schering-Kahlbaum (Rohheparin) sowie 
ein von uns rein dargestelltes Heparin als Natriumsalz verwendet. 


Experimentelles. 


In der vorhergehenden Arbeit haben wir unter andern Versuche 
mitgeteilt, in denen sich folgendes herausstellte. Bei gleicher Gerinnungs- 
geschwindigkeit (1/t) ist immer die gleiche Heparinmenge notig, um div 
Gerinnungsgeschwindigkeit um einen bestimmten gleichen Betrag herab- 
zusetzen. Dabei ist es gleichgiiltig, welches Blutplasma oder welcher 
Organextrakt zur Verwendung kam, oder ob die Gerinnung durch ganz 
andersartige Eingriffe, z. B. Erwarmung, geférdert worden war. Um 
dies quantitativ naher zu verfolgen, haben wir eine Reihe von Versuchen 
angestellt, aus denen wir zundchst zwei nach verschiedenen Methoden 
ausgefiihrte wiedergeben. 


Exp. 1410-11. Fiir diesen Versuch wurde reines Heparin (2) benutzt. 
Aus einer Stammlésung von Hiihnerembryonalextrakt wurde eine Reihe 
bekannter Verdiinnungen hergestellt, die mit 100, 50, 25, 6,25, 3,125 be- 
zeichnet sind. Die Gerinnungsgeschwindigkeit (reziproke Gerinnungszeit) 
von 0,2 cem Hiihnerplasma nach Zusatz von 0,03 ccm dieser verschiedenen 
Extraktkonzentrationen wurde gemessen. Von einer 0,25°/,igen Losung 
reinen Heparins wurde diejenige gréBte Menge zu 2cem der jeweiligen 
Extraktverdiinnungen zugesetzt, die gerade keine hemmende Wirkung auf 
die Gerinnung ausiibt. Wir haben mit anderen Worten eine regelrechte 
Titration ausgefiihrt, indem wir zum gleichen Volumen Extrakt von 
verschiedenen Konzentrationen Heparin zugesetzt und nach — jedem 
Zusatz die Gerinnungswirkung der Extrakte gepriift haben. Wir haben, 
um einen sicheren Wert zu bekommen, so lange Heparin zugesetzt, bis eine 
deutliche Hemmung gegeniiber der urspriinglichen Wirkung der Extrakte 
ohne Heparin eintrat. In Tabelle 1 haben wir die groBte Heparinmenge 
in 7 angefiihrt, die noch keine hemmende Wirkung der Extrakte aus- 
geiibt hat. 

Tabelle I. 





Relative Konzentration 
des Gerinnungsstoffes 


Relative Konzentration 


; : Heparin in } 
des Gerinnungsstoftes E : 


Heparin in ; 


100 2 12,5 0,75 
50 6,25 0,12 
25 


In Abb. 1 sind die Heparinmengen, in y ausgedriickt, auf der Abszisse 
aufgetragen, und die relativen Konzentrationen der gerinnungs- 
férdernden Extrakte (also ohne Heparin) auf der Ordinate. Die als: 
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Grenzkonzentrationen gefundenen Werte liegen auf einer Geraden. 
Daraus ergibt sich, da die Heparinmenge, die ein gerinnungsaktiver 
Organextrakt binden kann, bevor eine Gerinnungshemmung zum Vor- 
schein kommt, der Konzentration des Extraktes proportional ist. 

Wir haben als Zahlenwert fiir diesen Versuch diejenige Heparin- 
konzentration, die gerade keine Hemmung gibt, gewahlt. Eine Grenz- 
konzentration kann nimlich auf diese Weise genauer festgestellt werden, 
als wenn man einen bestimmten Hemmungsbetrag der Gerinnungs- 
geschwindigkeit oder diejenige Heparinmenge, die nétig ist um das 
Plasma inkoagulabel zu machen, aufsuchen wollte. Nun kénnte man mit 
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Abb. 1. 


Xecht dagegen einwenden, da das Heparin vielleicht durch Extrakt- 
bestandteile gebunden wird, die mit der gerinnungsférdernden Eigen- 
schaft nichts zu tun haben. Unsere Versuchsergebnisse kimen dann 
dadurch zustande, dab die gerinnungsaktive Komponente des Extraktes 
und die etwaige heparinbindende Komponente in gleicher Weise ver- 
diinnt werden. Wir haben deshalb auch noch eine andere Versuchs- 
methode gewahlt. Sie besteht in der Feststellung derjenigen Heparin- 
menge, die die reziproke Gerinnungszeit einiger Organextrakt 
verdiinnungen auf einen bestimmten niedrigen Betrag herabsetzt, 
der niedriger ist als die Wirkung der Organextrakte in der starksten 
Verdiinnung. Diese Untersuchungen haben wir entweder so ausgefiihrt, 
daB wir die nétigen Heparinmengen zu gleichem Volumen Extrakt von 
verschiedenen Konzentrationen zugesetzt haben, oder so, daB wir das 
Heparin zu gleichen Plasmamengen zugesetzt haben, und dann erst die 
verschiedenen Organextraktkonzentrationen hinzufiigten. 


Kin Versuchsbeispiel fihren wir hier an (Experiment 1429). Aus 
einer Stammlésung von Hiihnerembryonalextrakt (0,4 com konzentrierter 
Embryonalextrakt zu 10 ccm physiologischer Kochsalzlésung) wurde 
eine Verdiinnungsreihe genau wie im vorigen Versuch hergestellt. Jede 
Portion bestand aus 2 com; das Heparin war eine Rohheparinlésung von 
0,5%. Aus Tabelle II ersieht man die reziproke Gerinnungszeit der ver- 
schiedenen Organextraktkonzentrationen, also ohne Heparin. 
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Bindungsverhaltnisse zwischen Heparin und Gerinnungsstofft. 


Tabelle LI. 











i. 
i Relative Konzentration t 14.1000 mg Heparin zu 2 cem Extrakt, 
r- des Gerinnungsstoffes um I/t 2.5 zu geben 
t. : : - 
100 62 16,1 1.25 
‘. 50 90 3] 0,65 
:. 25 137 40 0,30 
’ 12,5 170 5,9 0,15 
, 6,25 287 3,5 0,05 
= 
Ss Die Wirkung der starksten Verdiinnung von Organextrakt ergab 
it | 1 /t = 3,5. Wir wahlten dann willkirlich den darunter liegenden Wert 
1/t = 2,5 und bestimmten diejenige Heparinmenge, die nétig war, um 
mit allen den in Frage kommenden Extraktverdiinnungen (je 2 ccm) 
mit Hiihnerplasma die reziproke Gerinnungszeit von 2,5 zu geben. Diese 
500 
100 
2 400 
S 9 
3 BO} 
© »| | 300) 
8 | 
Ss 
5 #7 & 
™ 50} i oot "200! \/ H 
8 40} ’ 
S 30 
l- <=, 100 
= 2 | a 
n S 0} i | ] 
sa 0 G20 «G¥ 6 8 0h 0 0 2 3 W 50 60 7 80 D W 
- Heparinmenge in mg Z Gerimnungsstoff 
0 0 2 30 ¥0 50 8 0 80 0 00 
;- a Heparinmenge in 109mg 
1- Abb. 2. Abb. 3 
Werte stehen in Tabelle II in der vierten Kolonne. Abb. 2 zeigt, dab 
n diese Werte auf einer Geraden liegen. Wir kénnen also sagen, dab dic 
' Heparinmenge, die nétig ist, um die Wirkung einer gerinnungsaktiven 
n Substanz um einen bestimmten Betrag herabzusetzen, der Konzentration der 
3 Substanz direkt proportional ist. 
. + . . . . . , 
e Die genaue Ubereinstimmung in Versuch 1429 zwischen der Kon- 
zentration von Gerinnungsstoff und der Heparinmenge, die die Wirkung 
‘ dieses Stoffes aufhebt, besagt, daB zwischen den beiden Stoffen eine 
Ss os ° ° 40 
Aquivalenz besteht, wie zwischen Séure und Base. 
™ Wir beschreiben jetzt einen Versuch, der in etwas anderer Weise 
m ausgefiihrt ist. Hierbei fanden wir, dab die gefundenen Werte nicht wie 
n im Exp. 1429 auf einer Geraden liegen. Dieser Versuch ist mit 


Rohheparin (Schering-Kahlbaum) ausgefiihrt. In diesem Versuch (1428) 
wurde jedesmal Heparin zu einer konstanten Menge Gerinnungsstoff- 
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lésung mit der relativen Konzentration 100 zugesetzt, um dieselben 


Gerinnungswerte zu bekommen, die durch die einfache Verdiinnung der 


Stammildsung (100) erreicht wurde. Abb 3 gibt den Versuch 1428 wieder 

Als Ordinate ist die Gerinnungszeit in Sekunden fiir die beiden Kurven 

gemeinsam angegeben, als Abszisse ist fiir Kurve | die relative Kon- 
y 


zentration von Gerinnungsstoff, als Abszisse fiir Kurve 2 ist die zu der 


gleichen Menge Stammilésung des Gerinnungsstoffs zugesetzte Heparin 
menge angegeben. 

Die Verdiinnungskurve (Abb. 3) des Gerinnungsstoffs gibt die der 
Gerinnungszeit entsprechende Gerinnungsstoffkonzentration an. Die 
urspriingliche Gerinnungsstoffmenge und die zugesetzte Heparinmenge 
ist bekannt. Gehen wir davon aus, dab Systeme, die die gleiche Ge- 
rinnungszeit haben, die gleichen Mengen von freiem, wirksamem Ge- 
rinnungsstoff enthalten, so kénnen wir die Neutralisation des Gerinnungs- 
stoffs bei steigenden Heparinmengen messen. Aus diesen gleichen 
Gerinnungszeiten sind Tabelle [1] und die Kurven Abb. 4 und 5 ab- 


Tabelle III. 





Gerinnungsstoffkonzentration Heparin Gerinnungsstoffkonzentration 


: : , zugesetzt . 
frei gebunden frei gebunden 


Heparin 
zugesetzt 


0 100 0 60 14 86 
20 60 40 70 10 9) 
30 30 70 80 7,5 92.5 
40 23 77 90 5,5 94.5 
50 18 &2 





geleitet. Abb. 4 gibt die Neutralisation des Gerinnungsstoffs mit 
Heparin an, indem die gebundene (neutralisierte) Gerinnungsstoffmenge 
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Abb. 4. Abb. 5. 
als Ordinate und die zugesetzte Heparinmenge als Abszisse aufgetragen 
ist. Wird statt der gebundenen Gerinnungsstoffmenge jedoch die 
Menge frei wirksamen Gerinnungsstoffs als Ordinate aufgetragen, so 
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bekommen wir die Kurve Abb. 5. Nennen wir die urspriingliche Ge- 
rinnungsstoffmenge a, die Menge des zugesetzten Heparins 6 und die 
Menge von freiem (wirksamem) Gerinnungsstoff c, so ist die Menge von 
gebildetem Reaktionsprodukt @—c und die Menge freien Heparins 
b — (a —c), indem wir alles in Heparin ausdriicken. 

Die Tangente der Kurve, im <Ausgangspunkt angelegt, wiirde 
Proportionalitat zwischen Gerinnungsstoff und Heparin ausdriicken; 
dabei dirfte keine Dissoziation stattfinden. Die Kurve zeigt aber deut- 
lich eine Dissoziation, analog zur Neutralisation einer schwachen Base 
mit einer schwachen Saure. Die durch die Tangente angegebene Pro- 
portionalitatslinie schneidet die Abszisse in dem Punkt, der derjenigen 
Heparinmenge entspricht, die nétig ist, um die ganze Gerinnungsstoff- 
menge (100) zu neutralisieren; alles unter der Voraussetzung, da} keine 
Dissoziation stattgefunden hat. Dieser Wert entspricht also 100 relativen 
Gerinnungsstoffeinheiten. 


Tabelle IV. 100 Gerinnungsstoffeinheiten 40 Heparineinheiten. 





c 
Gerinnungs- 
stoff- 
einheiten 


” ec |b—(a—e) 
Heparin- } . a—e 
einheiten 


0 100 40 0 0 . 

20 60 24 16 4 6,0 

30 30 12 28 2 8,6 

40 23 9,2 30,8 9,2 2,7 

50 18 7,2 32,8 17,2 3,8 

60 14 5,6 34,4 25,6 4,2 

70 10 4.0 36,0 34,0 3,8 

80 7,5 3,0 37,0 43,0 3,5 

90 5,5 2,2 37,8 52,2 3,0 

Tabelle IV gibt die Berechnung der Konstante wieder. Die Un- 
genauigkeit ist am gréBten ain Anfang und am SchluB der Kurve, wie 
es zu erwarten war. Die Konstanten sind berechnet unter Voraussetzung 
der Gleichung: 

Hep. + Gerinnungsstoff = (Hep. Gerinnungsstoff) 
[b — (a — ce) Cc a—c] 

Diese Gleichung scheint in der Tat giiltig zu sein. 1 Aquivalent Heparin 
bindet 1 Aquivalent Gerinnungsstoff und bildet 1 Aquivalent Verbindung. 
D.r Dissoz ation wegen erfordert also die Neutralisierung der letzten 
Mengen von Gerinnungsstoff den relativ gréBten Zusatz von Heparin. 


Diskussion. 
Es besteht scheinbar keine Ubereinstimmung zwischen Versuch 1429 


und 1428. In Versuch 1428 wird von jedesmal derselben Konzentration 
Gerinnungsstoff (mit 100 bezeichnet) ausgegangen, und es wird in 
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steigender Menge Heparin zugegeben, so daB mehr und mehr Gerinnungs. 
stoff neutralisiert wird. Je langer die Gerinnungszeiten werden, um so 
mehr entfernt man sich von der geraden Linie. In Versuch 1429 wird zu 
wechselnden Mengen Gerinnungsstoff so viel Heparin zugesetzt, bis dic 
gleiche Gerinnungszeit fiir alle gewaihlten Konzentrationen erreicht wird 
und es enthalten schlieBlich alle Proben dann die gleiche Menge freien 
Gerinnungsstoffs. Von der Wahl dieses Endpunktes haingt die Pro 
portionalitat ab. Ist auf der schematischen Abb. 6 der Endpunkt fii 
Versuch 1428 mit 46 und fiir Versuch 1429 mit PD) bezeichnet, so ist un 
mittelbar zu ersehen, da} man nicht eine gerade Linie durch die Punkte 
ACDB ziehen kann, wohl aber ohne 

gréBere Abweichung durch die Punkte 

ACD. In der Kurve 1429 soll also mit 

diesem Endpunkt (1) gréBere Proportiona- 

litat zeigen als 1428 (mit Endpunkt 3). 

Die scheinbare vollstandige Propor 

tionalitat in Versuch 1429 beruht vielleicht 

zum Teil auf den technischen Fehler- 

quellen, die mit der Auffindung einer be- 

poe eee me stimmten Gerinnungszeit verbunden sind. 
putts iperh Aus diesem Grunde ist die Technik von 
Abb. 6. Versuch 1428 zu bevorzugen, da diese 

so geindert werden kann, daB man nicht 


freier Gerinnungsstoff 


nach bestimmten Mengen Heparin zu suchen braucht. Es geniigt, eine 
Kurve fiir die Verdiinnungen des Gerinnungsstoffs und eine zweite fiir 
die Heparinzusitze zu bestimmen. Die gemessenen Werte kénnen 
ganz willkiirlich gewahlt werden, indein die zusammengehérigen Werte 
aus den Kurven graphisch bestimmt werden kénnen. 

Zwischen Versuch 1428 und 1429 besteht noch ein Unterschied. Im 
Versuch 1429 werden namlich die etwaigen mit Heparin reaktions- 
fihigen am Gerinnungsvorgang aber nicht beteiligten ,,Nebenstoffe* 
bei den verschiedenen Verdiinnungen des Gerinnungsstoffs mit ver- 
diinnt. Infolgedessen werden auch verschiedene Mengen der ,,Neben- 
stoffe‘‘ mit Heparin neutralisiert. Dagegen sind in Versuch 1428 immer 
die gleichen Mengen ,,Nebenprodukte* vorhanden, da wir hier in allen 
Proben die gleiche Anfangskonzentration des Gerinnungsstoffs haben 
Wird keine Riicksicht darauf genommen, dal die gebildete Verbindung 
mit etwaigen ,,Nebenprodukten“ dissoziiert ist, was zweifellos der Fall 
ist, muB im Versuch 1428 eine konstante GréBe abgezogen werden. Wird 
die Dissoziation beriicksichtigt, so kann die GréBe nicht chne weiteres 
bestimmt werden, da sie mit dem Heparinzusatz variiert. DaB die 
gerinnungsaktiven Organextrakte in einer beliebigen Zeit das Vermégen 
besitzen, Heparin zu binden, haben wir unter anderem dadurch fest- 
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gestellt, daB Heparin bis zu einem gewissen Grenzwert zum Extrakt 


zugesetzt werden kann, ohne eine Veranderung seiner Gerinnungs- 
wirkung zu bewirken (Exp. 1410-11). 

Aus fritheren Untersuchungen (1) geht hervor, daB es sich wohl 
kaum um ,,Nebenstoffe’’ handeln kann. Als ,,.Nebenstoffe’’ in diesem 
Sinne kommen zwei Dinge in Betracht: 1. Molekiile, die nicht am 
Gerinnungsvorgang teilnehmen, 2. Gruppen, die zwar einem gerinnungs- 
beteiligten Molekiil angehéren, aber keinen Einflu®B auf die Gerinnungs- 
zeit haben. Die Bindungsfahigkeit der Gerinnungsextrakte an Heparin 
nimmt mit der Zeit zu, um dann aber abzunehmen. Diese Eigenschaft 
gehért durchaus zum System und zur Wirkungsweise der Gerinnungs- 
stoffe. Durch das Ungleichgewicht, in welchem sich die Komponenten 
der Organextrakte befinden, stehen die Molekiile oder sonstigen Teilchen 
in ununterbrochener Reaktion miteinander, bis ein stabiles Gleich- 
gewicht erreicht wird; man kann dies als einen Denaturierungsvorgang 
bezeichnen. Diese Reaktion, die sich hier abspielt, ist mit der Gerinnung 
des Plasmas gleichzustellen und beruht zweifellos auf demselben 
Mechanismus einer inneren ,,Sattigung‘*. Infolgedessen miissen wir 
annehmen, da das Heparinbindungsvermégen der Organextrakte in 
unmittelbarer Beziehung zu ihrer Gerinnungsaktivitat steht, im wesent- 
lichen also zum System gehért und jedenfalls in der Hauptsache nicht 
auf unbeteiligten Molekiilen beruht. Diese Betrachtungsweise andert 
jedoch nichts an der Deutung der Unterschiede zwischen Versuch 1428 
und 1429. 

Zusammenfassung. 


1. Es wird experimentell gezeigt, da®B zwischen den gerinnungs- 
fordernden Stoffen und dem gerinnungshemmenden Stoff Heparin 
stéchiometrische Verhaltnisse bestehen. 

2. Die Verbindung Heparin und Gerinnungsstoff ist dissoziiert. 
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Die gerinnungsférdernde Wirkung | 
verschiedener homologer Organextrakte. 
Von 
Albert Fischer. 
(Aus dem Biologischen Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 27, April 1955.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es ist bekannt, daB die gerinnungsférdernde Wirkung eines Organ- 
extraktes gréBer fiir autologes und homologes Blutplasma ist als fiir 
heterologes Plasma. Dagegen liegen tiber die Gerinnungswirkung von 
Extrakten aus verschiedenen Organen nur wenige und zerstreute 
Mitteilungen vor. Systematische und quantitative Untersuchungen iiber 
die Gerinnungsaktivitat solcher Organextrakte sind unseres Wissens 
nicht ver6ffentlicht worden. Untersuchungen dieser Art sollen in dieser 
Mitteilung beschrieben werden. Es hat sich dabei herausgestellt, dal 
die gerinnungsaktiven Extrakte aus verschiedenen Organen sich durch 
eine héchst verschiedene Wirksamkeit voneinander unterscheiden. 
Weiter stellte es sich heraus, daB die Rangordnung der Extrakte, nach 


der GréBe ihrer Wirksamkeit geordnet, vom friihesten Embryonalleben 
bis in das hohe Alter im wesentlichen gleich bleibt. 


1. Methodisches. 


Es wurden Hiihnerplasma und Organextrakte vom Huhn fiir die 
Untersuchungen verwendet. Die Technik zur Messung der Gerinnungszeit ¢ 
und die Auswertung der .,Gerinnungsgeschwindigkeit" (reziproke Ge- 
rinnungszeit 1/t . 1000) war ebenso wie mehrfach von uns beschrieben (1) (2). 
Fiir die Herstellung der Organextrakte haben wir viele Methoden durch- 
gepriift, um gut vergleichbare Ergebnisse zu bekommen. Folgende Methoden 
wurden zunichst versucht: die Mikropresse von Buchner-Kleinmann ; 
Pulverisierung der in fliissiger Luft gefrorenen Gewebestiickchen im Morser ; 
die Zermahlung von Gewebestiickchen, die gefroren waren, unter Anwendung 
eines Frasers, der als Stempel in einem dicht schlieBenden Stahlzylinder 
schnell rotierte. Die Aufgabe bestand namlich darin, kleine abgewogene 
Organstiickchen in einen méglichst diinnen Brei zu verwandeln und in einer 
abgemessenen Menge Kochsalz- oder Ringerl6sung zu lésen, so daB nichts 
verloren ging und nachher nur ein Minimum von suspendierten Stroma- 
teilchen abzentrifugiert werden konnte. Keine der eben erwahnten Methoden 
erwies sich aber als so vollkommen wie die folgende, viel einfachere. Wir 
beschreiben jetzt diese Methode, mit der wir im allgemeinen die Extrakte 
hergestellt haben. 

Aus frisch getéteten und ausgebluteten Hiihnern wurden Stiickchen 
von folgenden Organen herausgenommen: Brustmuskulatur, Herzmuskel, 
Leber, Milz, Niere, Lunge, Gehirn und bei Gelegenheit auch implantiertes 
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Sarkom. Aus den Organen wurden kleine Stiickchen von etwa 50 bis 80 mg 
Gewicht abgeschnitten und in kleinen tarierten Schalchen genau abgewogen. 
Unmittelbar danach wurde so viel physiologische Kochsalzlésung oder 
Ringerlésung dazu pipettiert, daB 4 mg Organ auf 1 cem Lésung kamen. 
Die Zerkleinerung und Zermahlung ging folgendermaBen vor sich. Das 
Organstiickchen wurde mittels einer Pinzette auf den unglasierten Teil (die 
Unterseite) eines umgedrehten mittelgroBen Porzellanmorsers gelegt. Mit 
einer Pipette wurden 3 bis 4 Tropfen des vorher abgemessenen Loésungs- 
mittels zugesetzt. Mit dem Pistill konnte das Gewebe durch Driicken und 
Zermahlen ausgezeichnet zerrieben werden, bis es keine sichtbaren Flocken 
mehr gab. Dieser Vorgang ging schnell und leicht vor sich. Wenn die Zer- 
kleinerung zu Ende war, wurde die Substanz mit dem fiir dieses Organstiick 
abgemessenen Lésungsmittel abgespiilt. Es war erstaunlich, wie homogen 




















n- und relativ stabil diese L6sungen aus zerkleinerten Gewebestiickchen waren. 
i Nach 2 Stunden Aufenthalt bei Zimmertemperatur wurden die Lésungen 
-_ 10 Minuten (3000 Umdrehungen pro Minute) zentrifugiert; die abpipettierte 
Fliissigkeit ist fiir die Untersuchung gebrauchsfertig. Die reziproke Ge- 
ite rinnungszeit wurde gemessen mit 0,2 cem von ein und demselben Hiihner- 
er plasma fiir jede Versuchsreihe, zu dem 0,03 com Organextrakt zugefiigt 
Ds wurde. 
er AuBer Organen von erwachsenen Hiihnern kamen auch Organe von 
aR Hiihnerembryonen zur Anwendung. Wir haben die Wirkung des Extraktes 
oh vom ganzen viertagigen Embryo und aus Organen von I1-, 13-, 15-, 17- und 
20tagigen Embryonen untersucht. 
n. 
ch © iene ' 
2. Experimentelles. 
en 
Von den etwa 30 Versuchsreihen geben wir ein einzelnes Versuchs- 
beispiel wieder und zugleich eine graphische Darstellung der Wirkungen 
der Organextrakte von Tieren verschiedenen Alters. 
lie Abb. | (Exp. 1300) zeigt die Wirkung von Organ- 50, 
tt extrakten aus einem erwachsenen Huhn, geordnet nach 4512 
‘e. der Starke ihrer Wirkung. Die Héhe der Saulen bedeutet 7% 
2). die reziproke Gerinnungszeit von 0,03 cem des betreffen- ish 
h- den Extraktes mit 0,2cem Hiihnerplasma. Man sieht, dali wm 
en der Lungenextrakt am weitaus aktivsten von allen unter- 8 
’ . ’ ‘ . ® . 
n: suchten Extrakten ist, Extrakt aus Leber und Gehirn x 
‘ , . 2 ‘. zy S wie 
Tr: dagegen am schwiachsten. Im Prinzip haben wir in allen ss 
ng Versuchen dieselbe Reihentolge bekommen. Gehirn und ds 23 
er Leber besetzen abwechselnd den letzten Platz in der Reihe. * : f 
ne In Abb. 2 (Exp. 1304) haben wir die Wirkung der SF 6 7 
er Organextrakte von Tieren verschiedenen Alters zusammen- 0 
ts gestellt. Die Gruppen sind nach der groBten Aktivitat eae 
a- geordnet, und innerhalb der Gruppen sind die Extrakte 2. Quergestreiften 
on nach dem Alter der Tiere geordnet. Muskel. 3. Herz. 
re ie: , ; : 4. Niere. 5, Milz. 
“ Auch bei dieser Zusammenstellung ergibt sich, 6. Gehirn. 7. Leber. 
te . , ; . 
daB Lunge am aktivsten ist, Leber und Gehirn am 
schwachsten sind. Ein und dieselbe Organart, z. B. Leber, zeigt bei 
on 2 — : .: 
re Herkunft von verschiedenen Individuen wechselnde Werte. Eine Ab- 
es hingigkeit von dem Alter der Tiere scheint es dabei nicht zu geben. 
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Es ist trotzdem méglich, daB der Wassergehalt der Gewebe fiir derartige 
Schwankungen verantwortlich ist. Die Werte fiir Muskelgewebe von 
13- und 17tagigen Embryonen sind tibermabig groB im Vergleich zum 
Muskelgewebe erwachsener Hiihner. Das kommt zweifellos daher, dab 
wir das Muskelgewebe von Embryonen nur aus der Schenkelmus- 
kulatur isolieren konnten, da die Brustmuskulatur noch zu schwach 
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Abb. 2. 1. 10 Tage alt. 2. 13 Tage alt. 3. 17 Tage alt. 4. 3 Monate alt. 
5. 11/, Jahre alt. 6. 6 Jahre alt. 


entwickelt war. Bei der Entnahme von Schenkelmuskulatur war es 
aber kaum mdglich, die Beimengung anderer Gewebe, z. B. von Haut, 
zu vermeiden. Deswegen diirfen diese Zahlenwerte und ihre Stellung 
im System nur mit groBem Vorbehalt mit der Brustmuskulatur 
erwachsener Hiihner verglichen werden. 

Wir haben nun noch Trockenstoffbestimmungen der Organe aus- 
gefiihrt (1307-8). Tabelle I gibt die Trockenstoffmengen von 100 mg 


Organ an. 
Tabelle LI. 





mg Trockensubstanz mg Trockensubstanz 
pro 100mg Organ pro 100mg Organ 
Organ — —_— Organ 
Erwachsenes 13 tagiger Erwachsenes 13 tagiger 
Huhn Embryo Huhn Embryo 








Ober? sees 30,00 21,7 Mere. ke 23,34 13,6 
Muskel. . . 28,08 8,2 Lunge .. . 23,06 ~ 
ee 24,03 a Gehirn. . . 19,88 10,2 
Miere ... 23,59 — 





Der gréBte Unterschied der Trockenstoffmengen (Organe er- 
wachsener Tiere) besteht zwischen Leber und Gehirn; er betragt etwa 
33%. Andererseits geht aus der Tabelle hervor, daB der Unterschied 
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der Wirkung der Organextrakte nicht an Konzentrationsunterschieden 
liegt. Denn gerade die Leber, die die gréBte Trockenstoffmenge besitzt, 
zeigt die geringste Wirkung. Viel weniger Trockenstoff besitzen die 
Organe eines 13tigigen Hiihnerembryos. Der gréBte Unterschied ist 
hier zwischen Muskel und Leber, namlich 13,5 mg oder etwa 62°. 
Endlich haben wir die Wirkung von Organextrakten auf die Ge- 
rinnung von autologem und homologem Blutplasma miteinander ver- 
glichen (Exp. 1302). Die Ergebnisse kénnen wir kurz zusammenfassen : 
Die ,,Rangordnung* der Extrakte war in beiden Fallen genau die gleiche. 


3. Relativer Gehalt von Heparin in verschiedenen Organextrakten. 


* : ‘ , . , 
Uber die absoluten Mengen der gerinnungsaktiven Stoffe in den 


Organextrakten kénnen wir vorderhand nichts sagen. Wir wissen nur, 
daB die Extrakte in Relation zueinander verschiedene Aktivitat zeigen. 
Da Heparin in allen Gewebszellen vorhanden ist (6), k6nnen wir nichts 
dariiber sagen, wieweit die verschiedenen Wirkungen auf verschiedenem 
Heparingehalt beruhen und wieweit es sich um Variationen der absoluten 
Mengen an gerinnungsaktivem Stoff handelt. Unsere Ablesung, durch 
die die Extrakte charakterisiert werden, beruht auf der resultierenden 
Wirkung der beiden Komponenten, auf einer Bilanzreaktion. Eine 
relativ schwache gerinnungsférdernde Wirkung eines Extraktes kann auf 
zweierlei Weise zustande kommen, entweder durch eine geringe absolute 
Menge Gerinnungsstoff oder durch relativ viel Gerinnungsstoff bei 
gleichzeitiger Anwesenheit von relativ viel Heparin. Es sieht tatsachlich 
so aus, als ob die Heparinmenge nur relativ wenig variiert im Verhaltnis 
zu der Menge an Gerinnungsstoff. In der vorherigen Arbeit (3) fanden 
wir, daB die Konstante a (der Exponent) mit der Heparinmenge, und 
die Konstante k mit der Anfangskonzentration des Gerinnungsstoffs 
variiert. Nun variiert der Zahlenwert fiir & fiir die verschiedenen 
Extrakte ziemlich stark, wahrend a viel weniger variiert. 

Es ware immerhin eine prinzipiell wichtige Erganzung der obigen 
Untersuchungen, auch einmal festzustellen, in welcher Reihenfolge sich 
die Organextrakte nach ihrem Heparingehalt ordnen. Die Bestimmung 
des relativen Heparingehalts der verschiedenen Organe ist sehr viel 
schwieriger als die des Gerinnungsstoffgehalts. Denn von Natur zeigt 
ja jeder Organextrakt einen gewaltigen Uberschu8 an gerinnungs- 
fordernden Stoffen. Dieser muB erst restlos ausgeschaltet werden, bevor 
man iiber die Heparinmenge urteilen kann. 


4. Methodisches. 


Verschiedene Methoden fiir die in Frage kommenden kleinen Gewebs- 
mengen wurden versucht. Die meisten waren nicht verwendbar. Es wurde 
zunachst indirekt versucht, die relativen Heparinmengen festzustellen. Wenn 
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man zu diesem Zwecke z. B. Lungen- und Leberextrakt zu gleichen Teilen 
mischt, so sollte man einen zwischen den Einzelwerten liegenden Gerinnungs- ringe 
wert erwarten. Vorversuche hatten aber schon gezeigt, da eine Mischung diese 
aus zwei gleich konzentrierten Extrakten, von denen der eine vorher durch 
Heparinzufuhr abgeschwacht worden war, sich nicht annaihernd additiv 
verhalt (Exp. 1317, 1323, 1331). Diese Methode gab ganz unsichere Werte 
und muBte aufgegeben werden. 

Als zweite Methode wurde versucht, den Organbrei alkalisch zu machen, 
wobei das Heparin aus der EiweiBSverbindung verdrangt wird (4), dann in 
Kollodiumhiilsen zu dialysieren und das Heparin in der AuBenfliissigkeit ding 
mittels seiner hemmenden Wirkung auf ein ,,Gerinnungssystem* (be- orga 
kanntes Plasma + bekannter Gerinnungsstoff) nachzuweisen (Exp. 1309). akti: 
Dazu war aber die Konzentration im Organextrakt zu klein. 

Eine dritte Methode war erfolgreicher, und mit deren Hilfe haben wir Her: 
eine Vorstellung iiber die relative Konzentration des Heparins in den Organ- unte 
extrakten bekommen. Die Methode bestand darin, die Organe zu zerkleinern hohe 
und 3 Stunden bei 105°C zu trocknen. Die Praparate wurden dann ab- 
gewogen und im Morser mit Ringerl6sung zerrieben, und zwar im Ver- 
haltnis 50 mg Trockensubstanz auf 1 cem Lésung, die aus Ringerl6sung und 
0,1 cem n/10 NaOH auf 20 mg Trockensubstanz bestand. Diese alkalischen 
Lésungen von Trockensubstanz wurden stark geschiittelt und etwa 2 Stunden 
im Wasserbad bei 60° C gehalten. Nach Abkiihlung wurde zentrifugiert und 
die tiberstehende Lésung wurde direkt auf Heparin gepriift, indem etwas 
hiervon zum Plasma gesetzt wurde (0,09 cem zu 0,2 cem Plasma + Ge Pisel 
rinnungsstoff). In anderen Versuchen haben wir diese Lésung ultrafiltriert 
nach der Methode von Bechhold und Konig (5) (8% Eisessigkollodium in iene 
Wasser auskoaguliert). Vor der Priifung der Extrakte wurde etwa ein Vierte! Biol 
der zugesetzten n/10 NaOH-Menge mit n/10 HC! neutralisiert. Diese Menge eae 
war geniigend, um alle Extrakte auf etwa px 8 zuriickzubringen. 
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5. Experimentelles. 


Wir geben die Ergebnisse eines Versuchs (Exp. 1381-82) aus mehreren 
wieder, die praktisch alle dasselbe gezeigt haben. Mit dem eben beschriebenen 
Verfahren wurden 0,06 ccm des heparinhaltigen Organextraktes zu 0,20 cem 
Hiihnerplasma und dazu eine diinne Lésung von Gerinnungsstoff getan. 
Tabelle II zeigt die Gerinnungswerte als reziproke Gerinnungszeit 1 /t . 1000, 
nach abnehmender Hemmung, d. h. abnehmender Heparinmenge, geordnet. 


Tabelle II. 





Heparinextrakt Heparinextrakt ae 1000 Heparinextrakt 
aus t aus t aus 


Gehirn . . Leber : 11,1 Ore... ; —_ 
ange. oT Niere’. . . — Kontrolle. . . 12,9 
Milz . oun Muskel. . . _ | 


Mit Niere, Skelettmuskel und Herzmuskel war eine Hemmung der 
Gerinnung bei keinem der Versuche mit Hilfe dieser Methode festzustellen. 
Es scheint, als ob die Extrakte dieser Organe noch immer zuviel gerinnungs- 
aktive Stoffe enthielten. Jedenfalls kann man sagen, daB die Konzentration 
des Heparins unterhalb der Grenze der Nachweisbarkeit durch diese Me- 
thode lag. 
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Gehirn und Lunge iiben die starkste Hemmung aus, Leber eine ge 
ringere. Die Reihentolge der Organe, nach Heparingehalt geordnet, ist fast 
dieselbe, wie die von Charles und Scott (6) gefundene. Gehirn wurde aller- 
dings von diesen Autoren noch nicht untersucht. 


Zusammenfassung. 

1. Die gerinnungsférdernde Wirkung verschiedener Organextrakte 
auf autologes und homologes Blutplasma ist unter sonst gleichen Be- 
dingungen recht verschieden. Ordnen wir die Extrakte aus Hiihner- 
organen nach ihrer gerinnungsférdernden Wirkung, indem wir mit den 


aktivsten antangen, so erhalten wir folgende Reihe: Lunge, Muskel, 
iktivsten anfanger halten wir folgende Reil Lunge, Muskel 


Herz, Niere, Milz, Ge} irn, Leber. Diese Reihenfolge erwies sich fiir alle 
untersuchten Hiihner als gleich, vom friihesten Embryonalleben bis ins 
hohe Alter. 

2. Die relativen Heparinmengen in den verschiedenen Organ- 
extrakten ordnen sich in folgende Reihe, wenn wir mit den heparin- 
reichsten Extrakten anfangen: Gehirn. Lunge, Milz, Leber. 


Literatur. 

1) A. Fischer u. A. Schmitz, diese Zeitschr. 259, 67, 1933. 2) As 
Fischer, ebenda 264, 169, 1933. 3) Derselbe, ebenda (Gerinnungszeit 
und Konzentration). 4) Derselbe, ebenda (Bindung von Heparin an 
EiweiB). 5) Bechhold-Kénig, zit. nach H. Bechhold, Die Kolloide, in 
siologie und Medizin. Dresden-Leipzig, Steinkopff, 1929. 6) A. F. Charles 
u. D. A. Scott, J. of biol. Chem. 102, 431, 1933. 





Uber die Thiolnatur des Papains. 


Von 
Th. Bersin. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Marburg a. d. Lahn.) 


(Eingegangen am 30. April 1935.) 


Von Maschmann und Helmert! ist behauptet worden, dai ihr 
Versuche, insbesondere die merkliche Steigerung der Papainwirkung 
durch Ferricyankalium in Veronalpufferlésung, ,,entschieden gegen die 
Bersinsche Vorstellung... von der ,Mercaptannatur’ des Papains* 
sprechen. Weiter® wird angegeben, da die ,,Bemiihungen, die von 
Bersin gemachten Angaben (gemeint ist die Aktivierung von Papain 
durch Arsinoxyde und die Inaktivierung durch Arsinséiuren; Bersin) 
zu reproduzieren, ... ergebnislos** waren. 

Da wir® beziiglich der Organoarsenverbindungen erneut experi- 
mentelles Material an gereinigten Enzympraparaten beigebracht haben, 
das die friiher publizierten Ergebnisse 4 durchaus bestatigt, halte ich 
eine Polemik tiber die letztere Behauptung fir fruchtlos. 

Die Aktivierungen durch Arsinoxyde haben wir an einem reversibe| 
durch Hydroperoxyd inaktivierten Papainpraparat ausgefiihrt. Der- 
artige Praparate sind seinerzeit zwischen Frankfurt und Marburg aus- 
getauscht worden, wobei aus den beiderseits ermittelten Aktivitats- 
werten eine unzweideutige reversible Inaktivierung hervorging. Wahrena 
aber Maschmann an die Beimengung eines Begleitstoffes X glaubt, dessen 
Mitbeteiligung bei der Aktivitatsbeeinflussung gereinigter Praparate 
meines Erachtens nicht erwiesen ist, kénnen wir unsere Behauptung 
von der Umwandlung PaSH — PaSSPa nun auch auf die unabhangig 
von uns gewonnenen Resultate von Purr (s. unten) stitzen. 

Die Auffassung von der Thiolnatur des aktiven Papains ist namlich 
inzwischen von Hellerman und Perkins® sowie Purr® experimentell 
unter teilweiser Nichtbestaétigung des widerspruchsvollen Materials von 
Maschmann gestiitzt worden. Die oben erwahnte merkwiirdige akti- 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 228, 141, 1934; diese Zeitschr. 277, 97, 
1935. 2 Maschmann, ebenda 277, 139, 1935. 3 Bersin u. Koster, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 233, 59, 1935. Die Zahlenwerte fiir die von 
uns beobachtete Aktivierung von PaSS Pa durch Salvarsan sind wegen 
der Niederschlagsbildung nicht angefiihrt. ' Bersin, ebenda 222, 177, 
1933. 5 J. of biol. Chem. 107, 241, 1934. 6 Biochem. J. 29, 5, 13, 
1935. Purr hat auch die mir brieflich von Herrn Maschmann als un- 
moéglich hingestellte reversible Inaktivierung des Papains mittels H,O, 
reproduzieren kénnen. 
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vierende Wirkung des Ferricyanids in Veronalpufferlésung ist auf eine 
Reduktion zu Ferrocyanid zuriickzufiihren. Langere Zeit stabile 
Lésungen von FeCl, + K,Fe(CN), scheiden namlich nach Zusatz von 
Veronal-Na (Medinal-Schering) schon nach wenigen Minuten Berliner- 
blau aus. FeCl, wird in derselben Zeit von Veronal nicht reduziert. Was 
nun die Wirkung des gebildeten Ferrosalzes auf die Aktivitaét von Papain 
anbetrifft, so sei auf die Befunde von Purr iiber die Mitbeteiligung von 
Begleitstoffen des ungereinigten Enzyms hingewiesen. 

Kine Bestatigung unserer Auffassung vom Chemismus der Akti- 


vierung des Disulfidpapains durch niedrigmolekulare Thiolverbindungen 


wie GSH. als einer Reduktion zum Thiolpapain liefert auch die schéne 
Arbeit von Mirsky und Anson}. 

Aus allen diesen Griinden erscheinen mir die von E£. Maschmann 
vorgebrachten Einwande ungerechtfertigt. 


1 J. of gen. Physiol. 18, 307, 1935. 





Uber das Schicksal der Pflanzensterine im Tierorganismus. ILI. 


Von H. Dam und UIrik Starup. 


(Aus dem Biochemischen und dem Medizinisch-physiologischen Institut der 
Universitat in Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 3, Mai 1935.) 


In der ersten Mitteilung (1) wurde festgestellt, daB intravenés 
injiziertes Pflanzensterin nach und nach aus dem Kérper verschwand. 
Diese Beobachtung konnte in zweierlei Weise erklart werden: Entweder 
durch interne Umbildung des Pflanzensterins oder durch Ausscheidung 
mit den Fazes. Um diese Frage zu lésen, haben wir nun zunachst den 
Kot von vollkommen pflanzensterinfrei ernahrten Hunden vor und nach 
der Phytosterininjektion auf Phytosterin gepriift. In dieser Weise 
gelang es zu beweisen, daB das Pflanzensterin tatsichlich mit dem Kot 
ausgeschieden wurde, so da man mit einer Ausscheidung durch den 
Darmkanal rechnen muB!. Ob daneben auch eine interne Umbildung 
vor sich geht, ist viel schwieriger zu entscheiden, solange das Pflanzen- 
sterin nicht quantitativ von den anderen Kotsterinen getrennt werden 
kann. Wir haben einen Bilanzversuch an einer Ratte angestellt, 
bei dem das Phytosterin intravenés injiziert und die ausgeschiedene 
Menge des Gesamtsterins in einer Vorperiode, einer Belastungs- und 
zwei Nachperioden bestimmt wurde. Es ergab sich, daB von der 
injizierten Phytosterimmenge (90 mg) ungefahr 52% im Kot als Mehr- 
ausscheidung auftauchte. 

Die Schmelzpunktbestimmung am Acetat der K6rpersterine nach 
AbschluB des Versuchs lie} keinen Gehalt an Pflanzensterin erkennen?. 
Der Versuch zeigt ohne Zweifel, daB von dem injizierten Pflanzensterin 
das meiste mit dem Kot ausgeschieden wird. Ob ein kleiner Rest 
eventuell intern abgebaut wird, ist schwierig zu erkennen, da die Ge- 
nauigkeit, mit der ein Bilanzversuch dieser Art ausgefiihrt werden kann, 
fiir diesen Zweck kaum ausreicht, weswegen wir auch keine weiteren 
Versuche in dieser Richtung vorgenommen haben. 

Zufalligerweise hatten wir Gelegenheit, festzustellen, daB intravends 
injiziertes Pflanzensterin die Placenta kaum durchdringt, indem eine 
Ratte, die wir fiir den Bilanzversuch benutzen wollten, sich als hoch- 
gravid erwies. Wenige Tage nach der letzten Phytosterininjektion trat 
die Geburt ein, und das Korpersterin der neugeborenen Ratten wurde 
nun auf Phytosterin gepriift. Es konnte kein Pflanzensterin in den 
jungen Ratten nachgewiesen werden. 

1 Der Schmelzpunkt des umkristallisierten Acetats der ungesattigten 
Kotsterine stieg von 115 bis 116° in der Vorperiode auf 125 bis 130° in der 
Injektionsperiode. 
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Pflanzensterine im Tierorganismus. 


Experimentelles, 
Hundeversuch. 


Zwei Hunden, die wahrend des Versuchs nur von Milech lebten (die 
Milchdiat begann 9 Tage vor dem Anfang der Vorperiode), wurde nach 
einer Vorperiode von 8 Tagen die in der I. Mitteilung beschriebene Pflanzen- 
sterin-Olemulsion in die Ohrvene injiziert. Der Kot von der Vorperiode 
und Injektionsperiode wurde aufgesammelt, mit 60°, KOH gekocht, 
ausgeathert, der Atherextrakt nochmals mit 10° methylalkoholischer 
KOH warm verseift, ausgeschiittelt und mit KOH und Wasser gereinigt. 
Aus dem Unverseifbaren wurden nach dem Verfahren von Schénheimer (3) 
zunachst die gesattigten und danach die ungesiittigten Sterine als Digitonide 
isoliert. Es erwies sich als méglich, das Unverseifbare gleich mit Brom und 
Digitonin zu behandeln, ohne zuerst die gesamten Sterine zu_isolieren. 
Es wurde eine Kotmenge von 8 bis 17 Tagen auf einmal aufgearbeitet, was 
0,3 bis 1,7 g Sterin entspricht. Um nicht zuviel Digitonin zu verschwenden, 
wurde der Sattigungsgrad der Sterine zunachst in kleinen Proben nach der 
Methode von Schénheimer (2) ermittelt. Das Digitonid der ungesattigten 
Sterine (200 bis 400 mg) wurde dann in bekannter Weise acetyliert und 
umkristallisiert. Die Milchdiat hatte teils den Zweck, eine ganz pflanzen 
sterinfreie Nahrung zu gewahrleisten und teils die bakterielle Hydrierung 
der Sterine im Darm méglichst herabzudriicken. 


Rattenversuch. 


Die Nahrung bestand aus getrocknetem Weibbrot. Die Ratte wurde 
im Stoffwechselkafig untergebracht und bekam in der Injektionsperiode 
insgesamt 12 eem Phytosterin-Lecithinemulsion (1) mit 89,9 mg Phytosterin 
durch die Schwanzvenen injiziert. In einer entsprechenden Menge der 
Emulsion wurde der Steringehalt durch Kochen mit KOH, Digitonin- 
fallung usw. bestimmt. Der Kot wurde in gewoéhnlicher Weise auf Draht- 
netzboden gesammelt und fiir jede Periode (je 8 Tage) durch Kochen mit 
60% KOH, ausithern usw. aufgearbeitet. Die Extrakte wurden extra mit 
10°, methylalkoholischer KOH warm verseift und dann mit Digitonin 
gefallt. 


Ubersicht iiber die Ergebnisse. 





Hund Nr. 1 Hund Nr. 2 


1,89 g Phytosterin 1,2 g Phytosterin 


Ge- Siatti- Ge- Satti- 
samt- gungs- Schmelzpunkt 1 samt- gungs- Schmelzpunkt 
sterin grad des Acetats age sterin grad des Acetats 


Tage 


mg 0/9 mg ’ 


Vorperiode ; 828 3 115—115,5° 1400 345 114—115° 
3mal umkrist. 3mal umkrist. 
116—116,5° 
5 mal umkrist. 
Injektions- 17 1660 125—125,5° 7 126—129,5" 
und Nach- 3 mal umkrist. 3 mal umkrist. 
periode 129—130° 
5 mal umkrist. 





H. Dam u. U. Starup. 


Ratte. 89,9mg Phytosterin intravendés. 





Gesamtsterin Mehrausscheidung 
mg mg 


Vorperiode . . . 59,8 


Injektionsperiode . ...... 8 92,1 82,3) 
1. Nachperiode 8 85.0 25,2 


Tage 


73,9 mg 
990 
2,2 % 


2. : aa 8 76.2 164)> 8 


Schmelzpunkt des dreimal umkristallisierten Acetats des Kérper 
sterins nach AbschluB der 2. Nachperiode: 115 bis 116°. 


Gravide Ratte. 

Injektion von insgesamt 36 mg Phytosterin (in Olemulsion auf drei 
Injektionen verteilt). Einige Tage nach der letzten Injektion wurden 
5 Junge geboren. Schmelzpunkt des Acetats des Kérpersterins det 
neugeborenen jungen Ratten 114 bis 115°. 


Zusammenfassung. 


Im Hundeversuch wurde durch den Schmelzpunkt des Acetats 
nachgewiesen, das intravenés injiziertes Pflanzensterin mit dem Kot 
ausgeschieden wird. Im Bilanzversuch mit einer Ratte wurde von 
intravenOs injiziertem Pflanzensterin jedenfalls der gréBte Teil im Kote 
wiedergefunden. 

Literatur. 

1) H. Dam u. U. Starup, diese Zeitschr. 274, 117, 1934. — 2) R. Schén- 
heimer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 77, 1930. — 3) Derselbe, J. of biol. 
Chem. 106, 355, 1934. 





Darstellungsmethode des Serumvitellins'. 
Von 
M. Laskowski. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
in Warszawa.) 
(Eingegangen am 4. Mai 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Roepke und Hughes?, sowie Laskowski*® haben gleichzeitig bewiesen, 
daB im Blutplasma der Hennen wahrend der Legezeit ein Phospho- 
proteid auftritt. Der Name Serumvitellin, mit welchem ich dieses 
Phosphoproteid in der Uberschrift bezeichnete, entscheidet noch nicht 
iiber die Frage der Identitat dieser Substanz mit dem Vitellin (iiber 
diese sehr wahrscheinliche Annahme auBerten sich bereits Roepke und 
Hughes), weist dagegen auf die groBe Ahnlichkeit mit diesem hin, sowie 
auf das Vorkommen dieser Substanz. Die Methoden, welcher ich mich 
bei der vorliegenden Arbeit bediente — sei es in bezug auf die Entnahme 
von Blutproben, sei es bei der Phosphorbestimmung —, waren dieselben, 
wie bei meiner letzten Arbeit (I. c.). 

Ich versuchte das Serumvitellin mit drei Methoden zu isolieren. 
Die erste beruhte auf der Bestimmung der Fallungsgrenzen durch 
Ammoniumsulfat. Diese Methode lieB sich nicht anwenden. In ‘la- 
belle I fithre ich zwei Versuche an, in welchen der Niederschlag der 


Tabelle IL. 





Versuch 14 Versuch 15 Versuch 15a 





) ~ Dp 
I P 


P 
Pa : " % . 2 = . * Pp 
Sattigung im Nieder- Sattigung im Nieder- Sattigung im 


mit schlag ___mit schlag _ mit Niederschlag 
(NH4)280, |———— (NHyjoS 0, ea —————| “(NS O, 
'0 mg 9/9 mg 0/5 


Spuren — 1, 0,018 11,3 5 Spuren 
0,019 25 1y— 9 0,039 24,5 1},—1/, 0,062 19,4 


| 2 3 
0,023 31 4, >CCl,CO0H 0,110 68,7 V3—/, 0,045 14,1 
1), >CC1,COOH 0,190 59,4 


Zusammen - 0,167 104,5 0,297 92,9 


P, im Nieder- 

Pp 

schlag nach 

CClz COOH 0,075 100 0,160 100 0,320 100 


1 Ausgefiihrt zum Teil mit Unterstiitzung des Fonds der Nationalen 
Kultur. — ? R. R. Roepke u. J. S. Hughes, J. of biol. Chem. 108, 79, 1935. — 
3 M. Laskowski, diese Zeitschr. 275, 293, 1935. 
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KiweiBkorper, die aus dem Blutplasma durch Ammoniumsulfat aus- 
gefallt waren, der EiweiBphosphor (P,,) bestimmt wurde. Im Versuch 14 
gebrauchte ich besondere Proben desselben Blutplasmas; in den Ver 
suchen 15 und 15a wurde aus derselben Probe das EiweiB nacheinander 
in immer héheren Konzentrationen ausgefallt. AuBerdem wurde in 
beiden Versuchen nach Fallung der EiweiBk6rper mit Trichloressig- 
siure — P,, bestimmt. Wie aus der Tabelle I ersichtlich ist, treten keine 
scharfen Grenzen des Aussalzens auf. 

Die zweite Methode beruhte auf dem Ausfallen des Serumvitellins 
in der Nahe des isoelektrischen Punktes. Zur Anséuerung des Blut- 
plasmas verwendete ich n/l0 HCL. Das pa wurde mit der Chinhydron- 
methode bestimmt. Wie aus Tabelle I] und Abb. 1 zu ersehen ist, 


Tabelle II. 





Versuch 5 Versuch 6 Versuch 12 
im Nieder- ge im Nieder- P_ im Nieder- 
seen Pu schlag schlag 


mg | %% mg 0/5 
& 


6,06 0,000 0 5,38 0,024 : 0,018 
4,87 0,008 20 | 4,26 0,091 8$ 0,054 
4,49 0,029 72 «4,16 | 0,086 ; 0,070 
4,29 0,033 82 | 4,01 0,079 0,062 
3,86 0,024 60 | 3,59 | 0,007 7 0,052 
3,27 0,000 0 | 


ms mit CCl; COOH 
gefallt 0,040 100 0,102 100 0,096 = 100 


gestattete diese Methode eine ziemlich genaue Fallung des Serum- 
vitellins, da bei py von etwa 4,2 der Niederschlag bis zu 90°, den ganzen 


Pp 


% Pp P,, des Blutplasmas enthalt. Die 
ed Unzulanglichkeit dieser Methode 


beruht auf der Schwierigkeit der 
nochmaligen Auflésung des Nie- 
derschlags. Der aus dem Blut- 
plasma durch Ansauerung aus- 
gefallte Niederschlag ist kein 
reines Phosphoproteid. Aus dem 





Blutplasma der Hahne kann man 
eine bedeutend geringere Eiweib- 





menge ausfallen, welche weniger 
als 0,01°% P enthalt. In den 
auf diese Weise aus dem Blutplasma von Legehennen ausgefallten 


Abb. 1. 


Niederschlagen ist der Prozentsatz des EiweiBphosphors in den Grenzen 
von 0,17 bis 0,9°, veranderlich. In den Grenzen py 3 bis 6 ist das 
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Verhaltnis N /P,, im KiweiBbodensatz wenig veranderlich. Die Reinigung 
eines solchen Serumvitellins, durch mehrmaliges Ausfallen bei py etwa 
4,2 bis 4,3, fiihrt zu keiner besonderen Erhéhung des P,,-Prozent- 
satzes im Niederschlag. In dem Versuch 9 enthielt der Niederschlag 
nach dem ersten Ausfallen 0,56°,, nach dem vierten 0,64°, P,. 

Die dritte Methode beruhte auf dem Ausfallen des Serumvitellins 
aus dem Blutplasma durch zehnfache Wasserverdiinnung. Die Ent- 
stehung des Niederschlags nach Zugabe von Wasser ist bei Legehennen 
so spezifisch, da man dies Verfahren als eine diagnostische Probe fiir dic 
Legetatigkeit ansprechen kann. Im Blutplasma der Nichtlegehennen 
und sogar der Hahne entsteht nach langerem Stehen zwar eine leichte 
Tribung, dennoch sind die Unterschiede sehr deutlich. Fiir die Iso- 
lierung des Serumvitellins eignet sich das Ausfallen nur mit Wasser 
deshalb nicht, weil der Niederschlag sehr fein ist und man ihn weder 
abfiltrieren, noch bei 5000 Umdrehungen pro Minute abzentrifugieren 
kann. Wenn dagegen beim Ausfaillen mit Wasser das px durch Hinzu- 
gabe von HCl auf 5,5 bis 5,0 eingestellt wird, so bildet sich der Nieder- 
schlag leichter und behalt die Fahigkeit, sich in 5 bis 10°, NaCl auf- 
zulésen, bei. Der Grad der Verunreinigung des Niederschlags entspricht 
mehr oder weniger dem, welchen ich bei der Fallung mit Saure erhielt. 

Kine weitere Trennung stiitzte ich auf die Léslichkeit des Serum- 
vitellins in gesattigter NaCl-Lésung. Der durch Wasser aus dem Lege- 
hennenblutplasma bei pu etwa 5,5 ausfallende Niederschlag enthalt 
0,53% P,. Nach Auflésung des Niederschlags in 5°,igem NaCl habe ich 
die Lésung mit NaCl gesattigt, lieB sie 12 Stunden stehen und zentrifu- 
gierte sie dann. Der aus der gesattigten NaCl-Losung ausgefallte Nieder- 
schlag enthielt nur 0,13 °% P,,. Aus dem Fiitrat fallte ich das Serum- 
vitellin durch 100fache Wasserverdiinnung und erhielt ein Praparat, 
welches 0,9° P, enthielt. Ein Kontrollversuch, ausgefiihrt mit 30 cem 
Blutplasma von Hahnen, ergab, daB nach dem Ausfillen durch Wasser 
bei pu etwa 5,5 man einen Bodensatz erhalt: dieser Bodensatz lést 
sich in 5% igem NaCl, wird aber fast vollstandig durch gesittigtes 
NaCl ausgesalzen. Nach dem Ausfillen des Filtrats mit Wasser 
entsteht eine kaum bemerkbare Opaleszenz. 

Auf Grund dieser Ergebnisse verfuhr ich in meinen weiteren Ver- 
suchen folgendermaBen: Aus 40 bis 70 com Ammoniumcitratplasma 
(des Blutes von vier bis sechs Legehennen) fallte ich das Serumvitellin 
mit Globulinen durch Hinzugabe einer zehnfachen Wassermenge und 
Ansduerung mit HCI bis px 5,5 bis 5,0 aus. Nach 6- bis 12sttindigem 
Stehen im Eisschrank pipettierte ich die Fliissigkeit vorsichtig ab, 
wobei ich den Rest abzentrifugierte. Den Niederschlag léste ich in 
10 bis 15 cem 5°, iger NaCl und sattigte ihn mit NaCl: dann lieS ich ibn 
24 Stunden im Eisschrank stehen, zentrifugierte ihn, fallte das Filtrat 
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mit der 100fachen Wassermenge aus und lieB es wieder wahrend 
24 Stunden im Kisschrank. Ich wiederholte das Aussalzen mit gesattigte: 
NaCl-Lésung, sowie das Ausfaillen des Filtrats mit Wasser. Endlich 
wusch ich den Niederschlag mit einer Alkohol-Athermischung aus und 
extrahierte ihn im Soxhlet-Apparat waihrend 24 Stunden mit Alkohol, 
24 Stunden mit Ather und trocknete im Vakuumexsikkator. Die 
Tabelle IIIT enthalt die Ergebnisse der P- und N-Bestimmungen in 
derart gewonnenen Praparaten. AuBerdem wurde der durch das 
Trocknen bei 105° entstandene Gewichtsverlust bestimmt. Grobe 
Schwankungen ebenso im Phosphor- wie im Stickstoffgehalt zeigen, 
das der mit dieser Methode erhaltene Stoff nur ein Rohprodukt ist 
Die von mir erhaltenen Zahlen ahneln den Zahlen von Calvery un 
White', welche fiir Vitellin aus den Henneneiern 0,92°% P, 15,03° N 
5,86°, Wasser gefunden hatten. Die Schwankungen, welche Blackwood 
und Wishard 2 fiir zwei aus den Henneneiern erhaltenen Vitellinpraparaten 
festgestellt hatten, und zwar I 0,83% P, 15,78°% N, ID 1,03% P. 
16,78°% N, zeigen dieselbe Veranderlichkeit. 


Tabelle III. 











Serumvitellin Serumvitellin 
a Gesamt-P oe Nr, Gesamt-P oo 
des ~ Aus- | wihrend des go Aue wihrend 
Ver- i P N | des Trock- | Ver- oan P N | des Trock 
suchs susp nens bei suchs inane nens bei 
105° 105° 
mg/eem % | %o 7, mg/cem 9/9 9% 9/9 
21 0,294 |095 — = 26 0,306 0,89 16,5? — 
22 0,336 1,12 | 15,0 4,3 27 0,456 0,80 15,0 3,6 
24 0.270 (0,90 14,7 2.8 28 0,512 (0,84 14,9 2,2 
25 0,330 0,90 15,2 4,0 i 





Ein genauer Vergleich des Serumvitellins mit dem Vitellin des EK 
wird erst nach dem Erhalten des reinen Serumvitellins in gr6éBeri 
Mengen méglich, jedoch vermute ich, daB die Entscheidung der Frag 
ob diese Stoffe identisch sind, leichter auf serologischen Wege, dy 
Jukes und Kay* beschritten haben, als auf chemischem Wege még] 
sein wird 


1H. O. Calvery u. A. White, J. of biol. Chem. 94, 635, 1931. 
2 J. H. Blackwood u. G. M. Wishard, Biochem. J. 28, 550, 1934. 
3 7. H. Jukes u. H. D. Kay, J. of exper. Med. 56, 469, 1932. 
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Nicotin wird von frischer Leber nicht verindert. 
Von 
Adolf Wenusch. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der ésterreichischen Tabakregie in Wien. ) 


(EBingegangen am 4. Mai 1935.) 


P. Noether! hat mit der Methode von Fiihner die Ausscheidung des 
dem Organismus einverleibten Nicotins durch den Harn wahrscheinlich 
gemacht. Da aber die Methode von Fiihner fiir Nicotin nicht charak- 
teristisch ist?, habe ich das Problem rein chemisch angegangen und aus 
dem Harn eines Zigarettenrauchers schlieBlich ein Pikrat erhalten, das 
bei 217,5°C schmolz und mit reinem Nicotindipikrat keine Schmelz- 
punktsdepression gab. Da auch die Farbreaktionen eindeutig auf 
Nicotin stimmten, war der Beweis erbracht, daB chemisch unverandertes 
Nicotin im Harn von Rauchern auftritt®. Allerdings fand ich nur einen 
Teil des zu erwartenden Nicotins im Harn wieder. Dieses Nicotindefizit 
schien mir weiter nicht verwunderlich, da ja Nicotin auch durch andere 
Sekrete abgesondert wird. 

Die Mitteilung von B. Kraft und G. Steinhoff 4, daB 200 g Leber von 
alteren Leichenteilen trotz Zusatzes von 10 mg Nicotin bei der Wasser- 
dampfdestillation kein Nicotin im Destillat ergaben, sowie die Annahme 

er japanischen Autoren Sato und seiner Mitarbeiter, daB die Leber in 
‘ster Linie entgiftende Wirkung habe ®, veranlaBten mich zum Studium 
rt Frage, ob nicht etwa auch ein Teil des physiologischen Nicotin- 
efizits durch eine chemische Veranderung des Nicotins in der Leber, 
lso durch eine Entgiftung, zu erklaren sei. 

Zur Uberpriifung dieser Frage wurden zu zwei Proben zu je 100 g 
nz frischer, noch warmer, fein gehackter Schweinsleber je 100 ccm 
vingerlésung gegeben und dann unter standigem Riihren und Kon- 
tanthaltung einer Temperatur von 37° tropfenweise je 50 ccm einer 
‘icotinlésung zugefiigt, welche 0,0220 g Nicotin enthielt. 

Die erste Probe wurde durch 5 Stunden, die zweite durch 24 Stunden 
auf 37°C erhalten, sodann mit 20 g Magnesiumoxyd versetzt und der 
Wasserdampfdestillation unterworfen. Es wurden je 1500 cem = ab- 


1 Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 98, 370—377, 1923. 2 Fachliche 
Mitteilungen der 6sterreichischen Tabakregie S. 1—4, Heft 2, 1934. 
® Ebenda 8S. 8, Heft 1, 1933. 4 Arch. d. Pharm. u. Ber. d. Deutsch. 
pharm. Ges. 267, 1929. — ° F. Laquer, ,,Hormone und Innere Sekretion*, 


S. 342. Verlag Th. Steinkopff, 1934 (diese Entgiftungstheorie wird auch 
von anderen Autoren, Paschkis und Diamant, Viale, Barbieri, sowie 
Whipple vertreten). 
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destilliert und in je 300 ccm des Destillats das Nicotin durch Fallung 
mit Kieselwolframsaurelésung bestimmt. In den 300 cem des Destillats 
der 5 Stunden lang gestandenen Probe wurden 0,0044 g Nicotin ge- 
funden, was 0,0220g fiir das gesamte Destillat entspricht. In den 
300 com des Destillats der 24 Stunden gestandenen Probe wurden 
0,0043 g Nicotin gefunden, was 0,0215g fiir das gesamte Destillat 
entspricht, wahrend die den beiden Proben urspriinglich zugesetzte 
Nicotinmenge je 0,0220 g betrug. Aus der guten Ubereinstimmung mit 
den gefundenen Werten folgt, daB die Leber das Nicotin nicht verandert. 
Zur Kontrolle wurde das gewogene Nicotinkieselwolframat noch mit 
Natriumhydroxyd zerlegt und mit Petrolither ausgeschiittelt. Der 
Petrolather wurde mit sehr verdiinnter Salzsiure ausgezogen. In diesem 
Auszug wurde das Nicotin mit Pikrinséiure gefallt und als solches 
identifiziert. 


Das physiologische Nicotindefizit im Harn scheint mithin auch nicht 
teilweise auf eine entgiftende Wirkung der Leber zuriickzufiihren zu 
sein. Ob dieses Defizit auBer durch die teilweise Abscheidung des 
Nicotins mit anderen Sekreten oder durch teilweise Umwandlung des 
Pyridinkerns des Nicotins, ahnlich der von His festgestellten Um- 
wandlung des Pyridins in N-Methyl-pyridinium-hydroxyd im Organismus 
des Hundes, zu erklaren ist, soll eine weitere Untersuchung ergeben. 





Merkmale der durch Mangel an Hautfaktoren 
in der Nahrung verursachten Avitaminosen bei Ratten. 
Von 
Hans y. Euler und Maj Malmberg. 
(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 3. Mai 1935.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Der spanische Arzt Casal war der erste, welcher etwa 1740 
auf Grund eigener, sehr scharfer Beobachtungen, die Pellagra auf 
Ernahrungsfehler zuriickfiihrte. Spater hielt man sich nicht mehr an 
diese Einsicht, und noch 1912 sprachen sich einzelne Forscher und eine 
Kommission dahin aus, da Pellagra eine Infektionskrankheit sei. 
Die Auffassung der Pellagra als Vitaminmangelkrankheit (erwihnt von 
C. Funk 1914) wurde in einem ausgezeichneten Bericht von Me Collum 
1925 nach Untersuchungen von Goldberger und Mitarbeitern festgelegt. 
Durch Goldberger und Lillie! sowie durch H. Chick und Roscoe? wurde 
dann endgiiltig bewiesen, daB die Pellagra durch den Mangel an _ be- 
stimmten spezifischen Nahrungsbestandteilen veranlaBt ist. Obwohl 
zahlreiche Symptome der Pellagra an Haut, inneren Organen und am 
Zentralnervensystem beobachtet wurden, hat bis jetzt noch keines so 
beschrieben werden kénnen, daB man damit Vorliegen und Grad eines 
bestimmten Ernahrungsfehlers hatte nachweisen kénnen. Das gleiche 
gilt auch fiir die pellagraahnlichen Avitaminosen (Dermatitis) bei Tieren. 

Der von Goldberger mit P.-P. (Pellagra preventive) bezeichnete 
Faktor ist spater mit einem wasserléslichen Wachstumsvitamin der 
B-Gruppe, namlich mit Vitamin B, (bzw. mit dem Vitamin G der 
amerikanischen Literatur) als identisch angesehen worden, ohne dab 
fiir diese Auffassung geniigende Stiitzen oder Beweise beigebracht 
worden waren. Durch die Arbeiten der beiden letzten Jahre ist auBer 
Zweifel gestellt, daB das aus Milch und aus vielen anderen Fliissigkeiten 
und Geweben gewonnene Flavin (Lyochrom) im Tierorganismus zu- 


sammen mit gewissen anderen Gliedern der B-Gruppe Wirkungen aus- 
lést, welche dem Vitamin B, zugeschrieben worden waren. Auf die 
Wachstumswirkungen dieses Flavins, dessen Synthese vor kurzer Zeit 
gelungen ist (Karrer und Mitarbeiter®, Kuhn und Mitarbeiter‘) soll 


! Goldberger u. Lillie, Publ. Health Rep. Washington 41, 1025, 1926. 
2 Chick u. Roscoe, Biochem. J. 21, 698, 1927. Siehe auch die Ubersicht 
Current Theories of the Aetiology of Pellagra’, Lancet, 1933, p. 341.; 
Roscoe, Biochem. J. 27, 1533 u. 1540, 1933. 3 Karrer, Schépp u. Benz, 
Helv. Chim. Acta 18, 426, 1935. 4 Kuhn. Reinemund, Kaltschmitt, 
Strébele u. Trischmann, Naturwiss. 28, 260, 1935. 
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hier nicht eingegangen werden. Vielmehr konzentrierten wir uns, wie 
aus dem Titel dieser Mitteilung hervorgeht, auf die histologisch und 
chemisch erkennbaren Effekte, welche Nahrungsbestandteile auf der 
Haut, und zwar bei Ratten, hervorbringen. Von verschiedenen 
Seiten ist bereits betont worden, daB zwischen der Wachstums- 
wirkung der Flavine und ihrer Antipellagrawirkung keine Propor- 
tionalitat, vielleicht sogar keine direkte Beziehung besteht!. Zunachst 
sei in diesem Zusammenhang erwahnt, daB Gydrgy* schon 1931 einen 
besonderen Hautfaktor gesucht hatte, welchem er die Bezeichnung H 
gegeben hatte. In neuerer Zeit ist Gydrqgy wieder auf den Hautfaktor 
und auf die Beteiligung des Flavins und anderer Stoffe an der B,-Wirkung 
zurickgekommen. Er nimmt als notwendigen Erganzungsstoff zu 
Lactoflavin eine B-Komponente an, fiir welche er die Bezeichnung B, 
oder ,,ratantipellagra‘‘ factor vorschlagt?. 

Sehr eingehende Studien tiber Pellagra und die dabei beteiligten 
Stoffe verdankt man Miss H. Chick. Es sei nochmals auf ihren Vortrag 
verwiesen : ,,Current Theories of the Aethiology of Pellagra‘* 4, in welchem 
die verschiedenen Theorien der Athiologie der Pellagra, namlich der 
EinfluB der Aminosaéuren, der Maisdiat, besonders eines Maistoxins, 
dargelegt werden. Miss Chick kommt hier zum folgenden Resultat: 
..Pellagra ist verursacht durch eine toxische Substanz, welche aus der 
Maisdiat stammt: diese Wirkung kann korrigiert werden durch ge- 
niigende Mengen ,guten’ Proteins oder vielleicht durch geniigend 
Vitamin Bg, welches die ,guten‘ Proteine begleitet.“ Dieser Schlub 
steht hinsichtlich der menschlichen Pellagra jedenfalls in besserer 
Ubereinstimmung mit allen Tatsachen als irgendeine andere Theorie. 
Erst nach AbschluB der hier mitzuteilenden Versuche wurde uns dic 
neue Untersuchung von Chick, Copping und Edgar® bekannt, in welcher 
die Existenz des Vitamins Bg, das wahrscheinlich mit dem Faktor Y 
von Chick und Copping identisch ist, eine neue Stiitze erhiilt. 

Reines Hepatoflavin oder Lactoflavin in Dosen von 12 bis 20 y zu 
einer Grundkost zugesetzt, welche kein B,, aber B, enthielt, konnte nur 
in geringem Umfang das Wachstum von Ratten wieder in Gang bringen. 
Um normales Wachstum zu erreichen, mute auch noch taglich eine 
Dose des Supplementfaktors zugesetzt werden. Flavin in Tagesdosen 
von 12 bis 20 war ohne Effekt auf ,,floride’’ Dermatitis; Ratten- 


! Siehe z. B. Elvehjem u. Koehn, J. of biol. Chem. 108, 709, 1935 (Ver- 
suche mit Hiihnern); B. C. Guha, Nature 135, 397, 1935; Brit. Med. J. 1931, 


July 11th. 2 (iyorgy, Zeitschr. f. arztl. Fortb. 28, 377, 1931; Uber den 
Hautfaktor H siehe Klin. Wochenschr. 12, 1241, 19385; Gyérqgy u. Wagner- 
Jaureqq, Chem. Ber. 66, 317, 1933. 3 Gyorgy, Nature 1338, 498, 1934; 


Biochem. J. 29, 741 u. 767, 1935. 4 H. Chick, Lancet 1933, S. 341. 
5 Chick, Copping u. Edgar, Biochem. J. 29, 722, 1935, 
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pellagra entwickelte sich wie in jungen Ratten, welche ohne Vitamin B 
ernahrt wurden. 

Unter den neueren Autoren dieses Gebietes ist schlieBlich noch 
B.C. P. Jansen zu erwahnen, welcher auch Nomenklaturvorschlige 
macht: und Lactoflavin als Vitamin B, bezeichnen will. Miss 
Chick betont stark den Unterschied zwischen menschlicher Pellagra 
und Rattendermatitis. Wir stimmen damit iiberein, daB erhebiiche 
symptomatische Unterschiede bestehen. Immerhin spricht vieles dafiir, 
daB dieselben durch gleichartige Stoffwechselveranderung veranlaBt 
sind?. In dieser Untersuchung hat es sich fii uns darum gehandelt, 
den Effekt spezifischer Faktoren auf die Haut unserer Versuchstiere 
zu ermitteln, um einen gut definierten Test fiir die Untersuchung der 
Hautfaktoren zu besitzen. Die makroskopischen Beobachtungen von 
Hautveranderungen, wie sie bisher fast ausschlieBlich bei Vitamin- 
studien an Pellagra und Dermatitis zugrunde gelegt wurden, diirften 
zu einer’ griindlichen Untersuchung der hier zusammenwirkenden 
Faktoren nicht ausreichen. 

Wir haben in unsere Untersuchung die Frage einbezogen, ob und 
inwieweit der Mangel an Lactoflavin in der Nahrung imstande ist, 
typische Hautanomalien zu erzeugen. Auf entsprechende Versuche mit 
dem von Karrer kirzlich synthetisierten d-Riboflavin werden wir zu- 
sammen mit P. Karrer bald zuriickkommen. 

Die Grundkost, welche wir unseren wachsenden Ratten (30 bis 40 g 
Kérpergewicht bei Beginn des Versuchs) geben, hat folgende Zusammen- 


setzung : 
Casem ... a isle callicraths CRS CGehartetes Arachidfett . 65 ¢ 
Remstarke ..... . deg Salzmischung .... . 25g 


Salzmischung: 


WOE or oe ee ce Ca-Lactat ......9,5% 
MEO. an. SO BOQlee 6 Kms se * > «5, BOR 
Cat tPO s,s ss 2s . SEG we fy «ee & oo OO 
MOG wi. ss OR 6 GL ca ss ss Oe 


In Ricksicht auf die Ergebnisse von Bliss? wurde der Fe-Gehalt 
besonders beachtet. 

Das zu prifende Vitamin B, erganzen wir durch tolgende Vitamine 
bzw. vitaminhaltige Stoffe: Dorschlebertran 10 cem: Ascorbinsaéure | mg 
pro Tier und Woche. 


1 Jansen, Nature 135, 267, 1935. — 2 Beziiglich der Athiologie der 
Pellagra sei auch auf die Monographie von H. F’. Harris verwiesen: Pellagra. 
Macmellam, New York 1919. Siehe auch Boas Fiwsen, Biochem. J. 21, 712, 
1931: Parsons, J. of biol. Chem. 90, 351, 1931; 104, 151, 1933. — * Bliss, 


=o - 


Science 72, 578, 1930. 
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B, wird in Form des nach Seidell und Jansen hergestellten Adsorbats 
an Acid clay verwendet. 

Mit diesen Zusatzen ist das Wachstum der jungen Ratten noch nicht 
gewahrleistet, vielmehr ist noch der Zusatz von flavinfreiem Hefe- 
kochsaft! entsprechend 1 g Trockenhefe pro Tag und Ratte erforderlich, 
in welchem cine Vitamin B-Komponente als notwendiger Wachstums- 
faktor angenommen wird. Die Summe dieser Zusitze zur Grundkost 
bildet unsere ,,flavinfreie, erginzte Kost’. 

Die Vorbereitung der Tiere fiir den Vitaminversuch geschah durchwegs 
in folgender Weise: 

Die eben entw6hnten (etwa3 Wochen alten) Ratten werden wahrend der 
ersten 14 Tage nur mit der oben angefiihrten Grundkost (+ Salzmischung) 
unter Zusatz von Dorschlebertran und Ascorbinsaiure, aber ohne jegliche 
B-Komponente ernahrt. Hierauf wird der Didt 6B, (Acid clay-Adsorbat ) 
zugefiuhrt; innerhalb von 2 bis 4 Wochen nach Eimsatz des Vitamins B, tritt 
Gewichtskonstanz ein. An diesem Zeitpunkt beginnt der Versuch. 

In wenigstens der Halfte der Versuchstiere treten schon nach Ablauf 
der vorangehend beschriebenen Vorbereitungszeit Hauterscheinungen auf, 
allerd'ngs mit erheblichen jahreszeitlichen Sechwankungen. 

AuBere Symptome. Nach emigen Wochen zeigen sich, etwa gleichzeitig, 
Veranderungen an Pfoten und Schnauze; die Haut wird rissig, die Haare 
fallen aus und schlieBlich tritt Abschuppen und vollstandiger Verlust der 
Haut ein, so dai Sehnen und Muskeln frei liegen. Man beobachtet kleine 
wunde Stellen um die Augen und schorfige Hautstellen in der Umgebung 
der Anal6éffnung. Erst nach Wochen verliert der Pelz sein schénes Aus- 
sehen. Haarlosigkeit bei gesunder Haut ist selten. 


Die beiden folgenden Bilder zeigen die beiden nach Ablauf der 
Vorbereitungszeit bei unseren Tieren am 6ftesten auftretenden Haut- 


Hautloser 
Fub 





Abb. 1. 


1 Die Darstellung des Hefekochsaftes ist genau angegeben in Fuler, 
Karrer, Adler u. Malmberg. Helv. 17, 1157, 1934. Die Methodik ist nur 
insofern geandert, als nunmehr der Hefekochsaft 3 Stunden stark be- 
lichtet wird. 
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svmptome (Abb. 1 und 2), némlich in Abb. 1 die charakteristische 
Hautlosigkeit der Pfoten, in Abb. 2 die Symptome an der Schnauze. 
Wir haben den EKinfluB von drei verschiedenen Diadten auf den 
Zustand der Haut verglichen, namlich: 
Grundkost (+ Salzmischung) + B,, 
gemischte vitaminreiche Kost, 
erginzte Grundkost —- natiirliches Lactoflavin 
Im AnschluB an die Versuche iiber das Wachstum des von Aarrer 
synthetisierten Hauptbestandteiles des Lactoflavins, des  d-Ribo- 





Abb. 2. Links charakteristische Hautlosigkeit an der Schnauze. Rechts normale Ratte. 


flavins, wurden auch Versuche mit dicsem Stoff angestellt, auf welche 
wir mit P. Karrer bald zuriickkommen. Wegen der Wachstums- 
wirkungen des reinen Lactoflavins sei auf die Versuche mit Karrer! 
verwiesen. Lactoflavinzusatz zur erganzten Grundkost erzeugt auch 
nach unseren Beobachtungen, wie nach denen fritherer Forscher nur 
dann Wachstum, wenn cin supplimentirer Faktor zugesetzt wird, 
welchen wir in Form von Hefesaft zugegeben haben. Unsere einzelnen 
Beobachtungen sind in den folgenden Tabellen (S. 356 bis 363) zu- 
sammengefaBt. 

Ks ist auch nach unseren Beobachtungen also nicht zweifelhaft, dab 
Lactoflavin ciner derjenigen Faktoren ist. welehe die Heilung gewisser 
pellagrinéser Erscheinungen mitbedingen. Es war eine naheliegende 
Annahme, dab das Flavin in der Haut selbst wirksam wird, und dab 
also Verarmung des Koérpers an Flavin gleichzeitig eine wesentliche 
Verarmung der Haut an diesem Farbstoff bedeutet. Wahrend die 
iibrigen Organe zum groBen Teil auf ihren Flavingehalt gepriift waren, 
lagen keine solchen Messungen hinsichtlich der Haut vor. Wir haben 
deswegen mit der in diesem Institut nunmehr stets befolgten Methodik 
der Lumiflavinbestimmung die Extrakte der Haut eines flavinfrei und 


' Kuler, Karrer, Adler. u. Malmberg, Helv. Chim. Acta 17, 1157, 1934 
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Lactoflavin. Tagesdosen 5 bis 10 >. 





Dermatitis- 

Symptome 

treten auf : Heilung erfolgte 
Ratte nach flavin- Ge- Nahere Beschreibung 

freier Er- wicht der Symptome 


nihrong 
withrend 


Nr. Tees _ durch in Tagen 
9890 63 50,0 Vorderpfoten, Maul Lactoflavin, 5 pro Keine 
und Schnauze an- Tag. +B,+flavin- Heilung 
gegriffen. Haut: freier Hefekoch- 
abgelést saft, entspricht 1 g 
Trockenhefe pro 
Tag 
9960 52 55,5 Vorderpfoten und Dasselhe Keine 
Schnauze ange- Heilung 
griffen. Haut: ab- 
gelost 
9849 19 69,0 Rechte Vorderpfote Lactoflavin, 5—10y Keine 
und die Haut an pro Tag. + B, Heilung 
der Schnauze an- - Hefekochsaft, nach 
gegriffen. Haut:  entspricht 1g 22 Tagen 
abgelést Trockenhefe — pro 
Tag 
9989 46 53,0 Linke Vorderpfote Lactoflavin, 10» pro Keine 
und die Haut an Tag. + B,+Hefe- | Heilung 
der Schnauze an- kochsaft, entspr. nach 
gegriffen. Haut: 1g  Trockenhefe 19 Tagen 
abgelost pro Tag 


eines mit Flavinzusatz ernihrten Tieres verglichen. Die Ergebnisse 
waren folgende: 
Ratte nach normaler, B-reicher Kost . . . . 1,3 7 Flavin pro g Haut 
Ratten Nr. 10221 und Nr. 10222 nach flavin- 
. freier Kost. 


37 Flavin pro g Haut 
Beim Vergleich der Gesamthaut sind also keine Unterschiede zu 
bemerken gewesen, und es bleibt noch iibrig, diejenigen Stellen der 
Haut besonders zu untersuchen, an welchen pellagrinése Erscheinungen 
in erster Linie unsymmetrisch auftreten. Schon bei den in den obigen 
Tabellen verzeichneten Beobachtungen hatten sich verschiedene Formen 
von Dermatitis unterscheiden lassen, jedoch nicht so scharf, daB man 
eine Gruppierung der Falle hatte vornehmen kénnen. Es schien uns 
deswegen notwendig, die Hautsymptome genauer festzulegen und wir 
sind deswegen zu histologischen Untersuchungen iibergegangen. Im 
folgenden geben wir nur einige der zahlreichen Schnitte wieder, welche 
wir an verschieden ernahrten Ratten, und zwar sowohl an der Stirnhaut 
wie an der Brusthaut, ausfiihren lieBen. Ohne hier auf die histologischen 
Einzelheiten naher einzugehen, sei nur in erster Linie auf den groBen 
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Lactoflavin. Tagesdosen 10>. 





Dermatitis- 
Symptome 
treten auf 


se 





: ear Je. oe Heilung erfolgte 1o- 
Ratte — wicht etinee der wicht 
Ernahrung Symptome 
wihrend 
Nr. Tage g durch in g 
9 991 79 72.0 | Hautveranderun-  Lactoflavin, 24 Tagen 110.0 
gen an der 10ypro Tag. (die Schnauze 
Schnauze u. den +B,+flavin- nicht vollstin- 
Vorderpfoten freier Hefe- dig geheilt) 
kochsaft, ent- 
spricht 1g 
Trockenhefe 
pro Tag 
10 042 4] 53,0 Hautveranderun- Dasselbe 53 Tagen 132.0 
gen an der 
Schnauze 
10 162 27 61,0 Mautveranderun- Dasselbe 65 Tagen 165,0 
gen a. Schwanz (nicht voll- 
und an der standig ge- 
Schnauze. heilt) 
Haut: schorfig 
10 242 35 445 Die Hinterpfoten Dasselbe 43 Tagen 110.0 
und die Haut (nicht voll- 
am  Sechwanz stindig ge- 
angegriffen. heilt) 
Haut: schortig 
10 105 20 41,0 Die Haut am Dasselbe 69 Tagen 88,0 
Schwanz und 
an den Hinter- 
pfoten  ange- 
griffen. Haut: 
schorftig 
10 024 60 60,5 Die Haut an der Dasselbe 31 Tagen 108.0 


Schnauze fangt 
an abgelést zu 
werden. Hin- 
terpfoten und 
die Haut am 
Schwanz ange- 
griffen. Haut: 
schorfig 


Unterschied hingewiesen, welchen die Hautschnitte der normalen und 
der flavinfrei ernahrten Tiere erkennen lassen (Abb. 3 und 4). 
Von besonderem Interesse scheint uns aber der Umstand, daB bei 


einer Diat von 


erganzter 


Grundkost 


+ flavinfreiem Hefekochsatt 


10 y Tagesdose Lactoflavin, 








3O8 H.v. Euler u. M. Malmberg: 
und zwar auch dann, wenn duBerlich keine pellagrinésen Veranderungen 


der Haut, etwa eine Verminderung der Behaarung wahrgenommen 
werden, das histologische Bild wesentliche Abweichungen von der Haut 


< Epi- 
dermis 


Cutis 


< Haa 
follik, 





< Musku 
latur 





Haimatoxylin-Eosin 
Abb. 3. Stirnhaut. Normal-Ratte. 





- “4 le “xe See, 
Himatoxylin-Eosin 
Abb, 4. Stirnhaut der flavinfrei ernihrten Ratte Nr. 10326. 


der mit gemischter flavinreicher Kost ermmahrten Tiere zeigt. Nach 
unseren bisherigen Erfahrungen treten diese Veranderungen besonders 
deutlich an der Stimmhaut auf. 
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gen Lactoflavin. Tagesdosen 10 4. 
nen 
Dermatitis , 
aut Symptome Heilung erfolgte 
treten auf (je. , Ge- 
atin ne ¢ Niihere ne 
Ratte Pn wicht | Beschreibung der wicht 
Erniihrung Symptome 
wiihrend dureh in 
Epi- Nr. Tage g g 
rniis 
10 127 29 52,5 Negative Kontrolle;  ge- 
storben nach 25 Tagen. 
Schwere Hautverande- 
rungen 
10 128 29 43,0 Lactoflavin, 51 Tagen 114,0 
10» pro Tag. 
+B,+ flavinfreier 
Die Haut Hefekochsaft, 
‘utis am Schwanz entspricht 1 g 
schorfic l'rockenhete 
pro lag 
10 129 29 41,0 Dasselbe Keine 
+ Hine Heilung 
10 130 29 51,0 Dasselbe Keine 
Heilung 
10 131 29 49,0) Dasselbe 5i Tagen 124.0 
Ratten 
Musku Nr. 10127 
latur bis 10131 
gehoren 
zum selben 
Wurf 
Wahrend die Ratte Nr. 9991 (wie auch andere) bei einer taglichen 
eS 
Zugabe von 10 y Lactoflavin zur erganzten Grundkost (also bei Zusatz 
> ¥ 5 
von Hefekochsaft) sehr gut wachsen, im Mittel ’ 
1,7 g Gewichtszunahme pro Tag (Abb. 5) und 
< AG . y° ° . 
keinerlei kranken EKindruck machen, zeigen die 
Hautschnitte (Abb. 6 und 7: es sind zwei 
stark differierende Bilder gewahlt worden, um 
| die eintretenden Variationen zum = <Ausdruck 
zu bringen) eine deutliche Verminderung des 
“. Fettlagers (Tela subcutanea), Keratinisierung 
Ne . . " . 
se der Epidermis unter Schuppenbildung und 
verminderte Anzahl] Haarfolliketn. 
Aus den Tabellen geht hervor, daB mit 
10 bis 20 » Flavin und flavinfreiem Hefekoch- 
saft floride Dermatitis noch geheilt werden 
ach kann. DemgemaB tritt bei Tagesdosen von aa. hae 
ni ° . . ‘ - . fn 7 
ers etwa 5 bis 10 y Lactoflavin ein Zustand ein, Ce 2 oe oe 
? age 


bei welchem trotz starker, normaler Gewichts- Abb. 5. 
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zunahme und trotz Mangel an auBeren pellagrinésen Symptomen histo- 
logische Veranderungen der Haut deutlich zu erkennen sind. Was das 
Lactoflavin betrifft, so haben wir stets mit Praparaten gearbeitet, welche 


< Epi- 
dermis 





Musku- 
latur 


Hamatoxylin 
Abb. 6. Stirnhaut. Ratte Nr. 9991. 10 7 Lactoflavin. 


Hiimatoxylin-Eosin 
Abb. 7. Stirnhaut, Ratte Nr. 9991. 10 y Lactoflavin. 


wir Herrn Prof. Dr. P. Karrer verdanken und welche durch ihre chemi- 


sche Zusammensetzung und ihre physikalischen EKigenschaften (Schmelz- 
punkt 282°) charakterisiert waren. Zur Beurteilung der Einheitlichkeit 
dieser Lactoflavinpraparate tragt der Vergleich mit Karrers syntheti- 
schem d-Riboflavin! wesentlich bei. Dieses synthetische Produkt hat ja 


' Karrer, Schépp u. Benz, Helv. Chem. Acta 18, 267, 1935; Karrer, 
Euler, Malmberg, Schépp u. Benz, Svensk Kem. Tidskr. 47, 99, 1935. 
Euler, Karrer, Malmberg, Schépp, Benz, Becker u. Frei, Helv. Chim. 
Acta 18, 522, 1935. 





Mangel 


Lactoflavin. 


an Hautfaktoren und Avitaminosen bei Ratten. 


Tagesdosen 20 





Dermatitis- 
Symptome 
treten auf 
nach 
flavinfreier 
Ernihrung 
Wiihrend 


Ge 


wicht Nihere Beschreibung 


der Symptome 


Tage 


42 38,0 Vorderpfoten sehr 
stark angegriffen, 
auch Hinterpfoten 
und Schnauze an- 
gegriffen. Haut: 
abgelost 


Heilung erfolgte 
Ge 
wicht 


durch 


Lactoflavin, ‘agen 70 
20y pro Tag. 
+ B, + flavin- 
freier Hefe- 
kochs. entspr. 
2¢ Trockenhete 


pro Tag 


40,0 Vorder- und Hinter- Dasselbe 
pfoten ange- 
griffen, doch nicht 
so stark. Haut: 


abgelost 


10241 52,0 Vorder- und Hinter- Dasselbe 
pfoten stark ange- 
griffen, auch die 
Haut am Schwanz, 
Schnauze u. Augen 
angegriffen, doch 
nicht so stark. 
Haut: abgelost 
Tagen 69 
(beinahe 
geheilt) 


Lactoflavin, 
20 pro Tag. 
+ B, + flavin- 
freier Hefe- 
kochs. entspr. 
lg Trockenhefe 
pro Tag 


40,0 Schnauze, Vorder- 
und Hinterpfoten 
stark angegriffen. 
Haut: abgelist 


10235 Schnauze u. Vorder- Dasselbe 23 Tagen 100 
pfoten stark an- 
gegriffen. Auch 
Hinterpfoten an- 
gegriffen. Haut: 


abgelost 


in Tagesdosen von 3 y Gewichtszunahmen von im Mittel 1 g pro Tag 


hervorgerufen, wie aus der Mitteilung von AKarrer und uns hervorgeht. 
Inwieweit dieses Produkt Dermatitis in gréBeren Tagesdosen zu ver- 
hindern Hefekochsaft 
wird gemeinsam mit Prof. Aarrer bald naher beschrieben. 


vermag, sofern flavinfreier zugegeben wird, 
Als Ergebnisse unserer Untersuchung kénnen wir also unter Hinweis 
auf die Tabellen S. 356—363 folgendes angeben: 
Grundkost + B, Lactoflavin 


hindert Pellagra, garantiert Wachstum. 


Hefekochsaft : 


75%, Falle 


0 


flavinfreier 
Griundkost + B,: 
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Rindsleber. ‘Tagesdosen 0,5 bis 1 g. 





Dermatitis 
Symptome 
treten auf nach Ge 
Ratte flavinfreier wicht 
Ernahrung 
wahrend in 
Nr. Tage durch Tagen 


Heilung erfolgte : 
Nahere Beschreibung Ge- 
der Symptome wicht 


10 033 60 3,5 Hinterpfoten und Rindsleber, 16 
Schnauze angegriffen. | 1g pro Tag 
Haut: teilweise ab- | 
gelost 


10 161 55,5 Hinterpfoten und die Dasselbe 
Haut am  Schwanz 
angegriffen. Haut: 
schortig 


9 990 63,5 | Vorderpfoten und Dasselbe 2 130,0 
Schnauze angegriffen. 
Haut: teilweise ab- 
gelést 


10 117 66,0 Hinterpfoten, Schnauze Rindsleber, 
und die Haut am 0,5¢ pro Tag) 
rechten Auge ange- 
griffen. Auch die Hant 
am Schwanz  ange- 
griffen 


10 191 f 69,0 | Vorder- und Hinter- Dasselbe 
pfoten und Schnauze 
stark angegriffen. 
Haut: abgelést 


10 220 ‘ Hinterpfoten, Vorder-|  Dasselbe 
pfoten und Schnauze 
stark angegriffen. 
Haut: abgelost 


10 184 5 5s Vorderpfoten stark an- Dasselbe 
, gegriffen. Auch die 
Schnauze angegriffen, 
doch nicht so stark 


von Pellagra, kein Wachstum. Grundkost + B, + Hefekochsaft: 
Falle von Pellagra, fast kein Wachstum. 

Bei Ernahrung mit Grundkost +- 10 y Lactoflavin + flavinfreiem 
Hefekochsaft (Didt 1) zeigt die histologische Priifung der Stirnhaut deutlich: 
Vertinderungen gegeniiber der normalen Haut (Verminderung des Fettlagers 
und Keratinisierung der Epidermis). Dies deutet darauf hin, dap in der 
normalen gemischten Kost noch Komponenten vorhanden sind, welche in 
unserer Didt 1 ganz oder teilweise fehlen. 

Es bleibt zu untersuchen, inwieweit der Faktor Y von Chick und 
Roscoe bzw. B, von Gyérgy (1. c. 1935) (besonders der Extrakt aus 
Fischmuskel) eine geniigende Erganzung zum Lactoflavin _bildet. 
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Trockenhefe. Tagesdosen 0,15 bis 3 g. 





Dermatitis- 
Symptome 
treten auf nach (je. “ ‘ Heilung erfolgte Ge- 
Ratte flavinfreier ‘cht Nihere Beschreibung Wiel 
Ernibrung an der Symptome 
wiahrend 
Nr. Tage durch 


63 52,5 Vorderpfoten ange- Trockenhefe ; 
griffen. Haut: teil- 0,15 ¢ 
weise abgeldst 


65,0 Vorderpfoten ange- Dasselbe 
griffen. Haut: ab- 
gelist. Die Haut am 
rechten Auge ange- 
griffen 
10 104 64,0 Schnauze, Vorder- und Dasselbe 
Hinterpfoten ange- 
griffen. Haut: ab- 
gelést. Die Haut am 
Schwanz schorfig 


10 160 ‘ | Hinterpfoten und die Trockenhefe; 
Haut am Schwanz an- 0,15—03¢ 
gegriffen. 
Haut: schortig 


Auf die verschiedenen Nomenklaturvorschlige, welche in letzter 
Zeit beziiglich der B-Vitaminkomponenten und der Antipellagra- 
faktoren gemacht worden sind (Gydrgy, Chick, Jansen, Guha), soll hier 
nicht eingegangen werden. Wir wissen iiber die Reichweite der Wirkung 
der Flavine und der Komponenten B, bis Bg noch zu wenig, um eine 
eindeutige Definition dieser Stoffe hinsichtlich ihrer physiologischen 
Wirkungen geben zu kénnen. 

Jedenfalls soll man streng zwischen Wachstumswirkung und Anti- 
dermatitiswirkung unterscheiden, und mdéglichst weitgehend rationelle 
Namen, also z. B. d-Riboflavin (6, 7-Dimethyl-9-{d, 1’-ribityl]-iso- 
alloxazin) verwenden. 





Die enzymatische Hydrolyse 
der Dioxyaceton-mono-phosphorsaure. 


Von 
Herbert Collatz. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Bingegangen am 4. Mai 1935.) 


Bis auf verschwindende Ausnahmen? haben sich bisher alle 
Phosphorsaure-ester, die in der Natur vorkommen oder kiinstlich 
bereitet worden sind, der phosphatatischen Verseifung zuganglich 
erwiesen, wobei Zerfall in die Komponenten eintritt. Hinsichtlich 
dieser, mit den rein chemischen Erfahrungen tibereinstimmenden Art 
der Hydrolyse ist eine formale Ausnahme bekannt, namlich fiir dic 
Zerlegung der Phosphoglycerinsiure. Diese zerfallt, wenigstens im 
natiirlichen Milieu der glykolytischen Enzyme, die auch Phosphatase 
einschlieBen, nicht in die unmittelbaren Bestandteile, sondern unter 
Wasserabspaltung in Brenztraubensiure und Phosphat*. Diese Aus- 
nahme ist jedoch nur eine scheinbare, da in Wirklichkeit nach Unter- 
suchungen von Lohmann und Meyerhof* zunachst unter Wasserabgabe 


Phosphobrenztraubenséure durch ein mit der Phosphatase nicht ur- 
sachlich zusammenhangendes, Dehydratation bewirkendes Enzym er- 


zeugt und nunmehr das Phosphorsdure-derivat der Brenztraubensdure 
phosphatatisch in die Komponenten zerteilt wird. 

Bei der wichtigen Rolle, die nach neueren Untersuchungen (s. unten) 
die durch Desmolyse der Hexose-di-phosphorsaure entstehende Dioxy- 
aceton-mono-phosphorsaure spielt, war die Entscheidung der Frage 
nicht ohne Interesse, ob diese Substanz der phosphatatischen Spaltung 
in 3-Kohlenstoffzucker und Phosphorsaure fahig ist; denn es war mit 
der Méglichkeit zu rechnen, da sich in Analogie zur nahestehenden 
Phosphoglycerinséure die Zerlegung summarisch unter Bildung von 
Methylglyoxal gemaB der Formulierung CH,OH .CO.CH,. 0. POH, 

COH.CO.CH, + H,PO, vollziechen wiirde. Meines Wissens ist 
bisher tiiber die unmittelbare phosphatatische Spaltung der Dioxyaceton- 
phosphorsaéure nichts berichtet worden ; die biologischen Umwandlungen, 
die beschrieben sind, d. h. ihre Vergirbarkeit und ihr Ubergang in Milch- 
siure, vollziehen sich nach den dariiber gedéuBerten Annahmen jedenfalls 


' K. P. Jacobsohn, C. r. Soc. Biol. 105, 152, 1930; K. P. Jacabsohn u. 
J. Tapadinhas, diese Zeitschr. 230, 304, 1931; Th. Wagner-Jauregg, B. 68, 
670, 1935. 2G. Embden, H. J. Deuticke u. G. Kraft, Klin. Wochenschr. 
12, 213, 1933; O. Meyerhof u. W. Kiessling, diese Zeitschr. 264, 40, 1933; 
267, 313, 1933. 3 K. Lohmann u. O. Meyerhof, ebenda 2738, 60, 1934. 
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nicht nach voraufgegangener einfacher Hydrolyse des phosphorylierten 
Zuckers. 

Um die direkte phosphatatische Zerlegbarkeit zu priifen, wahlte ich 
ein Enzympraparat, in dem die eigentlichen glykolytischen Faktoren 
nicht enthalten sind, namlich die Taka-phosphatase, deren ausgezeichnete 
phosphatatische Wirkung in Arbeiten des hiesigen Instituts von S. Aka- 
matsu' aufgefunden und dann von anderen? angewendet wurde. Mit 
dieser Pilz-phosphatase — Phosphatasen anderer Herkunft sind nicht 
untersucht — wird die gewiinschte Zerlegung bewerkstelligt. 

Die Experimente wurden unter zwei abweichenden Versuchs- 
bedingungen ausgefiihrt, einmal mit dem Kaliumsalz der freien Dioxy- 
aceton-phosphorséure und zweitens mit dem Kaliumsalz des Dioxy- 
aceton-phosphorsaure-bisulfits. Das erstgenannte Substrat wird unter 
den im Versuchsteil angegebenen Bedingungen, bei denen aus analyti- 
schen Griinden die Konzentration des Fermentmaterials niedrig gehalten 
wurde, in 2 Tagen zu 96° zerlegt. Allerdings findet in dieser Zeit auch 
in der enzym-freien Kontrolle ein Zerfall von Substrat statt, der sich bis 
auf 21°% belaufen kann. Eine solche unspezifische, auf der Empfindlich- 
keit von Dioxyaceton-phosphorsaure beruhende Zersetzung bleibt 
jedoch erheblich hinter der enzymatischen Verseifung zuriick. 

Zu ausgezeichneten Resultaten gelangt man bei Verwendung des 
Dioxyaceton-phosphorsaure-bisulfits. Dies ist eine viel bestandigere 
Substanz. Sie unterlag demgemaB unter den innegehaltenen Versuchs- 
bedingungen nur einer Selbstzersetzung zu 2,7°,, wahrend unter den 
gleichen Verhaltnissen die enzymatische Spaltung vollkommene 100 °%, 
erreichte. Es ist bemerkenswert, daB der Bisulfitkomplex gespalten wird. 
Die 6fter auftauchende Vorstellung, da8B die Bisulfit-verbindungen 
schwer enzymatische Umwandlungen erleiden, sind schon langst experi- 
mentell widerlegt. Die Bisulfitverbindungen der x-Ketosiuren werden 


beispielsweise enzymatisch noch schneller, besser und vollstandiger als 
die freien %-Ketosauren zerlegt 8. Die Vergirbarkeit des Zuckers in Gegen- 
wart von Sulfit ist ebenfalls lange bekannt, und die gut charakterisierte 
glucose-schweflige Saéure ist von Newberg‘ vor einigen Jahren in neutralem 
Milieu als vergirbar befunden. Daf auch einfach hydrolysierende 
Enzyme in Gegenwart von Sulfit ihre spezifischen Wirkungen entfalten, 
hat Elisabeth Réna® dargetan. Nach dem Gesagten stimmt die Voraus- 


1S. Akamatsu, diese Zeitschr. 142, 184, 186, 1923. — ? Z. B. J. Noguchi, 
ebenda 148, 190, 1923; 147, 255, 1924; S. Sabetay u. L. Rosenfeld, ebenda 
162, 477, 1925; C. Neuberg u. J. Wagner, ebenda 171, 495, 1926; u. a. a. O. 

3 CO. Neuberg, B. 58, 1044, 1920; weitere Literatur siehe bei C. Newberg, 
in Abderhaldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod., Abt. [V, Teil 1, 5. 576, 
1927. — 4 C. Neuberg, diese Zeitschr. 212, 477, 1929; siehe auch C. Neu- 
berg u. H. Collatz, ebenda 216, 233, 1929. 5 BE. Réna, ebenda 109, 
279, 1920. 
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setzung von Schaffner und Bauer', daB die Triose-ester durch Phospha 
tase auBerst schwer spaltbar sein kénnten, jedenfalls fiir das Verhalten 
des Dioxyaceton-mono-phosphats nicht zu den von mir erhobenen 
experimentellen Befunden. 

Zur Feststellung der phosphatatischen Zerlegbarkeit des Phospho- 
dioxyacetons diente einerseits die quantitative Priifung auf abgespaltenc 
Phosphorséure und andererseits der Nachweis, daB als deren Paarling 
die aquimolekulare Menge Dioxyaceton auftritt. In Substanz habe ich 
den 3-Kohlenstoffzucker nicht isoliert, aber den Beleg fiir sein Vor- 
handensein in folgender Weise erbracht. Da nach Ablauf der Ferment- 
reaktion Methylglyoxal nicht mehr als in Spuren zugegen war, konnte 
die bekannte Methode* der Schwefelsiuredestillation benutzt werden, 
mit der eine praktisch quantitative Uberfiihrung der Triose in Methyl- 
glyoxal erzielt wird. Weiterhin wurde der Beweis durch Isolierung von 
Triose-2, 4-di-nitrophenylosazon gefiihrt, das nach Analyse und Schmelz- 
punkt mit dem authentischen Triosen-derivat? iibereinstimmte und 
ginzlich von dem entsprechenden Methylglyoxal-abkémmling — ver- 
schieden war. 

Bei biochemischen Umwandlungen von Phosphorsdiure-estern hat 
man mit Umlagerungen zu rechnen, so daB es, namentlich auch im 
Hinblick auf die noch ungeklarte Entstehung der Phosphoglycerinséure 
aus Dioxyaceton-phosphorsaure, méglich erschien, daB eine Umwandlung 
der Ketose in die Aldose stattgefunden hatte. Fiir eine solche Isomeri- 
sierung haben meine Experimente in der bisherigen Anordnung keinen 
Anhaltspunkt geliefert. Vor einigen Jahren wurde gezeigt, da Glycerin- 
aldehyd und Dioxyaceton in wasseriger Lésung individuelle Existenz 
besitzen und sich nicht zueinander tautomerisieren*. Der Nachweis 
wurde dadurch geliefert, da Dioxyaceton gegen Bromwasser bestandig 
ist, wahrend Glycerinaldehyd so viel Brom verbraucht, wie dem Uber- 
gange in Glycerinséure entspricht. Das phosphatatische Spaltungs- 
produkt der Dioxyaceton-phosphorsiure verbrauchte als solches kein 
Brom. 

Versuchsteil. 

Als Substrat diente die nach Meyerhof und Lohmann ® dargestellte 
Bisulfitverbindung der Dioxyaceton-phosphorséure, und zwar deren 
K-Salz, das aus dem einmal umgefallten Ca-Doppelsalz durch Um- 


' A. Schaffner u. BE. Bauer, H. 282, 68, 1935. — ? C. Neuberg, EB. Farber, 
A. Levite u. E. Schwenk, diese Zeitschr. 88, 262, 1917; die Methode ist, wie 
hier angefiihrt worden ist, iibrigens auch auf Dioxyaceton-phosphorséure 


anwendbar. — * H. Collatz u. I. St. Neuberg, diese Zeitschr. 255, 34, 1932. 
4 C. Neuberg u. H. Collatz, ebenda 223, 494, 1930. 5 O. Meyerhof u. 


K. Lohmann, ebenda 273, 413, 1934. 
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setzung mit etwas weniger als der berechneten Menge K-Oxalat bereitet 
war. Benutzt wurde eine ganz schwach salzsaure, etwa 2,5°,ige Lésung, 
die 2,2 mg P in | cem enthielt. Als Ferment gelangte eine 5° 
von Takadiastase der Sankyo Company Ltd. Tokio, zur Anwendung. 


»ige Lésung 


Zur Kontrolle der Phosphatase-Wirkung wurden Versuche an 
einer 2°% igen Lésung von «-glycerin-mono-phosphorsaurem Kalium 
(aus dem Ca-Salz durch K-Oxalat gewonnen) mit 2,5mg P in | cem 
angesetzt: die Priifung auf Ketonaldehydmutase geschah mittels 
einer 0,2° igen Methylglyoxal-Lésung. Alle Ansatze wurden durch 
Zufiigung eines molaren Essigsiure-Na-Acetat-gemisches 1:1 auf ein 
pu von 4,5 bis 4,9 gebracht und erhielten auBerdem noch eine geringe 
Zugabe 0,1°,iger MgSO,-Loésung. 


Ansiitze. 

1. 125 cem Bisulfit-verbindung, 4. 25 cem «-glycerinphosphor- 
25 «4, Acetat-puffer, saures Kalium, 
100 » Taka-phosphatase, 5 , Acetat-puffer, 

5 » Toluol, 20 Taka-phosphatase, 
l » MgSO,. I » Toluol, 
0,2 ,, MgS0O,. 

2. 50 cem Bisulfit-verbindung, 5. 25 cem «-glycerinphosphor- 
10 ~—-,, ~=- Acetat-puffer, saures Kalium, 

40 » Wasser, 5 . Acetat-puffer, 
2 » Toluol, 20 » Wasser, 
0,4 ,, MgS0,. l », Toluol, 
0,2 ,, MgSQ,. 
3. 50 cem Wasser, 6. 25 cem Methylglyoxal, 
10 ~~, ~=Acetat-puffer, 5  ,, Acetat-puffer, 
40 ,, Taka-phosphatase, 20 Taka-phosphatase, 
2 «. SOMIOL, I Toluol, 
0,4 ,, MgSQ,. 0,2 MgS0O,. 


7. 25 cem Methylglyoxal, 
5 » Acetat-puffer, 
20 »» Wasser, 
] » Toluol, 
0,2 , MgSO,. 


Nach 


3 Tagen war in Versuch | und 4 die gesamte Phosphorsaure abgespalten, 


Die Gemische wurden 4 Tage bei 28 bis 29° aufbewahrt. 


wahrend sich die Lésung der Bisulfit-verbindung, die von Anfang an 
eine Spur anorganisches Phosphat enthielt, ohne Fermentzusatz kaum 
verandert hatte. Die Bestimmung der freien Phosphorsaure wurde in 
mit Trichloressigsaure enteiweiBten Proben nach Embden ausgefiihrt. 
Kinzelheiten sind aus Tabelle I ersichtlich. 

Nach Abzug des in Vergleichsversuch 3 aus dem Fermentpraparat 
stammenden Phosphors von den P-Werten der Ansitze 1 baw. 4 ergibt 
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Tabelle I. 





mg P in 1 cem Ansatz ; 
c. c mg Gesamt-P  Abgespaltener 


miiks 
Ansatz in 1 cem P in %p9 


nach nach nach 
, ru Beg 
N zu tk INT 


2 Tagen 3 Tagen 4 Tagen 


0,62 1,59 1,75 1,76 1,10 100 

0,02 0,02 0,03 0,08 1,10 2.7 

0,60 0,65 0,65 0,65 - 

0,60 1,87 1,89 1,90 1.25 100 
0 0 0 0 1,25 0 


sich fiir die Bisulfit-verbindung der Dioxyaceton-phosphorsaure (wie 
fir die vergleichshalber herangezogene «-Glycerinphosphorséure) eine 
100°,ige Spaltung. 

Die py-Bestimmungen, die zu Beginn und am SchluB der Versuche 
vorgenommen wurden, sind in Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle II. 





Ansatz Nr. 


> 


4 
4 


9 4, 
4 


Py enfengs. 45s. 4, 4, 
4, ,t 4 8 : 


8 
pu nach 4 Tagen 8 


Die Mutasewirkung des Fermentpraparats, die in der Nahe des 
Neutralpunktes, wie Vorversuche gelehrt hatten, recht deutlich war, 
erwies sich in dem angefiihrten px-Bereich als nur gering. Eine Priifung 
darauf war notwendig, weil von vornherein nicht abzusehen war, ob 
nicht bei der Dephosphorylierung der Triosephosphorsdure Methyl- 
glyoxal hatte entstehen und dann weiterhin zu Milchsaure dismutiert 
werden kénnen. Das bei Abbruch der Versuche in den Kontrollansatzen 6 
und 7 vorhandene Methylglyoxal wurde in einem aliquoten Teil nach 
dem EnteiweiBen mit Trichloressigsiure durch Ausfallen mit iiber- 
schiissigem salzsauren 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin bestimmt. Nach 
1 /,stiindigem Erwarmen auf dem Wasserbad, Absaugen durch einen 
Glas-Goochtiegel 1 G4 sowie Waschen mit Salzséiure und Wasser 
wurde bei 110° getrocknet. Ebenso verfuhr ich bei dem Kontroll- 
ansatz 3, der jedoch bei gleicher Behandlung nur einen aus Eiweif 
bestehenden Niederschlag lieferte. 

Zur Ermittlung der Milchsaure wurden in Proben der Versuche | 
und 2 hydrazonbildende Substanzen durch Ausfallung mit 2, 4-Di-nitro- 
phenylhydrazin auf dem Wasserbad entfernt und die Filtrate ebenso wic 
die aus der Methylglyoxal-bestimmung resultierenden der Ansatze 3, 
6 und 7 nach Behandlung mit Kupfer-Kalk und Klaérung mit Tierkohle! 


1 BE. Simon u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 232, 480, 1931, 
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auf Lactat analysiert'. Einzelheiten gehen aus den Tabellen IL] und IV 
hervor. 

Die Werte des Kontrollversuchs 3 (Eiwei8 bzw. im Falle der Milch- 
siurebestimmung oxydierbare Substanzen) sind in beiden Tabellen 
bereits berticksichtigt. Es ergibt sich also, daB im Ansatz 6 nach 4 Tagen 
18%, desanfangs vorhan- 
denen  Methylglyoxals Tabelle IIL. 





verschwunden waren Viewpeteisiben 
= italia rspriinglich " 
mg Methyl- he. aoe Wieder- 
Ansatz glyoxal 4 re le 
: ee vorhanden gefunden 
wiedergefunden wurden. in I ccm mg Methyl- fo 


& Ansatz glyoxal 
In den Ansatzen 1 und 2 ar 
wurde keine Milchsaure 5 0.82 1.0 
konstatiert. 0,98 
Zur Prifung auf 
Veranderungen des Sub- 
Moégliche 


strats und seines pri- PESTS et 
sa Spal Gav mg Milchsi&ure Menge Milch- Gebildete 
maren Spaitungspro- Ansatz in 1 eem Milchs&ure 


duktes durch Konden- Nr. — a = 
sationsvorgange irgend- 6 0.228 1. 
welcher Art wurden zu 7 0,022 1, 
Beginn und am SchluB 

der Versuchsreihen je 5ccm der Ansatze | und 2 mit Schwefelsdure 
destilliert und die gebildeten Mengen Methylglyoxal als Bis-2, 
4-di-nitrophenylhydiazon bestimmt. Dabei zeigte sich kein Unter- 
schied, weder zwischen den beiden Ansatzen noch zwischen den Anfangs- 
und End-analysen. Die ermittelten Werte betrugen rund 95° 
berechneten Menge, in Ubereinstimmung mit den Erfahrungen iiber die 


und als Milchsaure 


Tabelle IV. 





18,2 
1,8 


5 


9 
2 


>» der 


Genauigkeitsgrenze der Methode. Da die Isolierung des im Hauptansatz | 
zu erwartenden Dioxyacetons als 2, 4-Di-nitrophenyl-hydrazon auf 
Schwierigkeiten stieB, wurde lediglich das 2, 4-Di-nitrophenyl-glyceros- 
azon? bereitet und die Entscheidung, um welche der beiden isomeren 
Triosen es sich handelte, durch die Brom-Titration nach Neuberg und 
Collatz3 getroffen. 

Zunachst wurde an reinem Dioxyaceton-bisulfit festgestellt, dab 
es unter den friiher angegebenen Bedingungen genau wie die freie Ketose 
Glycerosazon in praktisch quantitativer Ausbeute lieferte, und ferner, 
daB der Bromverbrauch ziemlich gut der durch Schwefelsdure- 
bestimmung ermittelten Menge des oxydierten Sulfits entsprach. Dann 
wurden 150 cem Fliissigkeit vom Ansatz 1, die Fehlingsche Lésung in 
der Kalte stark reduzierte, zur Entfernung des iiberschiissigen Toluols 


1 Th. E. Friedemann, M.Cotonio u. Ph. A. Shaffer, J. of biol. Chem. 
73, 335, 1927. — 2 H. Collatz u. I. St. Newberg, a. a. O. 3 a.a. O. 
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durch ein angefeuchtetes Filter gegossen und zu einer erkalteten Mischung 
von 4g 2, 4-Di-nitrophenyl-hydrazin in 240 ccm 2 n Salzsiure + 45 cem 
konz. HCI + 35ccem Wasser gefiigt. Unter diesen Umstanden schied 
sich auch bei tagelangem Stehen kein tiberschiissiges Hydrazin als 
Chlorhydrat oder als freie Base ab. Die Lésung, die sich bald zu triiben 
begann und nach einigen Stunden einen roten Niederschlag absonderte, 
wurde 3 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Darauf wurde ab- 
gesaugt und wie tblich gewaschen und getrocknet. Die Menge des 
Osazons betrug jetzt 1,93 ¢ oder 81°, der Quantitat, die sich aus dem 
Gesamtphosphat der urspriinglichen Lésung zu 2,38 g berechnen wiirde. 
Nach weiteren 4 Tagen wurden im ganzen 2,30 g — 97°, der Theorie 
erhalten. 

Das zweimal aus Pyridin plus Eisessig umkristallisierte Produkt 
schmolz bei 275 bis 277° (korr.). Der Mischschmelzpunkt mit reinem 
2, 4-Di-nitrophenyl-glycerosazon war unverandert; mit dem Methyl- 
glyoxal-derivat trat Depression cin. 

Zur Analyse wurde im Hochvakuum bei 56° getrocknet. 

2,011 mg Substanz: 0,441 cem N, (25°, 754mm, 50°%ige KOH). 

C,;H,,0,N,. Ber.: N 25,01 % ; 
(448,2) gef.: N 24,93%. 

Im Gegensatz zum Hauptversuch war die Fliissigkeit der Ansatze 2 
und 3 in der Kalte ohne Einwirkung auf Fehlingsche Mischung. Von 
beiden wurden je 50cem, wie oben, mit 1,3 g 2, 4-Di-nitrophenyl- 
hydrazin in 80cem 2n HCl, 15cem konz. HCl und 12 cem Wasser 
behandelt. Ansatz 3 lieferte dabei nur Spuren eines Niederschlags, 
Versuch 2 eine orangefarbene Fallung von Methylglyoxal-bis-2, 4-di- 


nitrophenylhydrazon', dessen Menge nach 3 Tagen 0,55 g = 72%, der 


Theorie, nach 7 Tagen 0,75 g = 98°, erreichte. 

Die Substanz wurde zuerst aus Pyridin + Eisessig, dann noch 
einmal aus Nitrobenzol umkristallisiert und im Hochvakuum bei 56° 
getrocknet. Ihr Schmelzpunkt von 300° (korr.) sowie das Verhalten der 
Mischschmelzpunkte bewies das Vorliegen der Ketonaldehyd-verbindung. 

PS * 
1,952 mg Substanz: 0,445 cem N, (24°, 759mm, 50%ige KOH). 
(,5H,,0,N,-. Ber.: N = 25,93% ; 
(432,2) gef.: N = 26,17%. 

Die Titration der Ansaitze mit Bromwasser wurde entsprechend 
den friiheren Angaben von Newberg und Collatz (|. ¢.) vorgenommen. 
a) 10cem Ansatz 1,50 cem etwa n/10 Bromwasser, das 2°5 KBr enthielt; 

140 cem Wasser. 
b) L0cem Ansatz 3, 50 cem n/10 Bromwasser, 140 cem Wasser. 
c) 50cem n/l0 Bromwasser, 150 cem Wasser. 


1 Vel. hierzu H.O. L. Fischer u. EB. Baer, B. 65, 345, 1932, 
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Die Versuchsgemische wurden in gut schlieBenden Glasstépsel- 
flaschen eine Woche bei Zimmertemperatur unter LichtabschluB auf- 
bewahrt, alsdann nach Kiihlung in Eiswasser mit iiberschiissigem Jod- 
kalium versetzt und mit Thiosulfat titriert. Von Ansatz 1 wurde zu 
Beginn in 10 ccm die praformierte Schwefelsiure ermittelt, auBerdem 
wurde eine weitere Probe, die genau wie Versuch a) angesetzt und gleich 
lange aufbewahrt worden war, nach Verjagen des Broms im Luftstrom 
zu einer Endbestimmung der Schwefelsiure benutzt. Es wurden 


37,9 bzw. 107,2mg BaSO, gefunden; die Differenz von 69,3 mg ist 


auf die Brom-oxydation zuriickzufiihren und zeigt 19,02 mg SO, an. 
Aus dem Gesamt-P-Wert ergeben sich fiir 10 cem Ansatz 22,7 mg SO,, 
unter der Voraussetzung, dab auf 1 Mol Dioxyacetonphosphat auch 
genau | Mol Bisulfit zu rechnen ist; diese Annahme trifft jedoch nach 
Meyerhof und Lohmann (a. a. O.) nicht regelmabBig zu, so dab diese 
Schatzung nur mit Vorsicht zu bewerten ist. 

Der Verbrauch an n/10 Natriumthiosulfat betrug fiir a) 20,90 cem, 
fiir b) 25,20 cem und fiir c) 52,80 cem. 

Die Differenz b) — a) = 4,30 cem entspricht 13,77 mg SO,; das 
sind 72.4% des aus der Schwefelsiure-bestimmung ermittelten Wertes. 
Der Unterschied ‘ist wohl auf die bekannten Schwierigkeiten! einer 
quantitativen Oxydation von schwefliger Saure durch Halogene zuriick- 
aufiihren, vielleicht auch auf irgendwelche Komplikationen, die durch 
das selbst viel Brom verbrauchende Fermentmaterial bedingt sind. Auf 
jeden Fall schlieBt der zu geringe Bromverbrauch die Anwesenheit von 
Glycerinaldehyd aus und beweist dadurch das Vorliegen von Dioxy- 
aceton. 


' Vgl. hierzu die Angaben in Treadwells Quant. Analyse, 11. Aufl, 
1927, S. 596. 





Berichtigung 


zu der Arbeit von H. Fink, R. Lechner und E. Heinisch, ,,Uber die Futter 
hefegewinnung in Holzzuckerlésungen '**. 


Es mu heiBen: S. 24, Zeile 11 von oben: wahrend wir der Hefe als 
Kohlenstoffquelle Kohlenhydrate zufiihren miissen statt: waihrend wit 
der Hefe zum mindesten Kohlenhydrate zufiihren miissen. 


S. 24, Zeile 29: an Salzen und Substanzen statt: an Salzen, darunter 
an Phosphaten. 


S. 28, Tabelle, Spalte 9, 9. Zahl von unten: 9,10 statt 8,10. 


1 Diese Zeitschr. 278, 23, 1935. 





Chlorophyllfluoreszenz und Kohlensaureassimilation. 
Von 
Hans Kautsky. 
IV. Mitteilung: 
H. Kautsky und A. Hirsch: Der Einflu® des Sauerstoffs auf das Fluo- 
reszenzverhalten lebender Blitter. 
(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Eingegangen am 4, Mai 1935.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die vorhergehende Mitteilung! brachte zwei wesentliche Ergebnisse : 

1. Die Ausléschung der Fluoreszenz des Chlorophylls im_ voll- 
assimilierenden Chloroplasten ist ein sichtbarer Ausdruck der Verwertung 
der vom Chlorophyll absorbierten Lichtenergie zur Kohlensaureassi- 
milation. 

2. Versuche tiber den EinfluB der Kohlensaéure auf das Fluoreszenz- 
verhalten der Blatter sprechen gegen eine unmittelbare Ubertragung der 
vom Chlorophyll absorbierten Lichtenergie auf die Kohlensaure. 

Die Frage nach der Ursache der Ausléschung der Blattfluoreszenz 
bleibt demnach noch offen; sie soll in dieser Arbeit ihrer Beantwortung 
niher gebracht werden. 

Wir erinnern daran, da®B im zeitlichen Verlauf der Belichtung eines 
Blattes die Fluoreszenz des Chlorophylls zweimal stark getilgt erscheint : 
Einmal unmittelbar in dem Augenblick, in welchem die Belichtung ein- 
setzt A* und dann, nachdem die Fluoreszenz rasch bis zu einem Hellig- 
keitsmaximum #B angestiegen und allmahlich wieder abgefallen war, 
noch einma!l C, und zwar andauetnd solange das Blatt wahrend der 
starken konstanten Belichtung assimiliert. Zur experimentellen Auf- 
klé1ung der Vorgainge, deren Ausdruck die Fluoreszenzinderungen sind, 
wird man zuerst einmal den Vorgang zu ergriinden suchen, welcher am 
einfachsten zu erfassen ist. Voraussichtlich diirfte dies der zeitlich 
vorangehende sein, denn soweit wir die Fluoreszenzinderungen ver- 
stehen, handelt es sich darum, daB vom ersten Augenblick des Be- 
lichtens an gewisse Teilvorginge einer photochemischen Reaktion 
(unseres Erachtens der Kohlensaureassimilation) und ihre Folge- 
reaktionen nacheinander einsetzen und erst nach einigen Minuten zu- 
sammenwirkend zu einem stationéren Zustand fiihren, welcher durch die 


1 Diese Zeitschr. 277, 250, 1935. — * Die Buchstabenbezeichnungen A, 
B, C sind erklart in der I. Mitteilung (diese Zeitschr. 274, 423, 1934). 
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zweite andauernde konstante Ausléschung der Fluoreszenz gekenn- 
zeichnet ist. Wir stellen uns die Aufgabe, schrittweise vom ersten 
Augenblick des Belichtens an die Vorgange in ihrer richtigen zeitlichen 
Aufeinanderfolge verstehen zu lernen. Deshalb fassen wir zuerst unsere 
Frage bescheidener in der Form: 

Welches ist die Ursache der im Belichtungsbeginn A beobachteten Aus- 
lischung und des darauf folgenden Anstiegs A—B der Chlorophyll- 
fluoreszenz ? 

Es ist kein Zufall, dab, nachdem ein EinfluB der Kohlensaure- 
konzentration auf das Fluoreszenzverhalten der Blatter nicht festgestellt 
werden konnte, wir daran dachten, einer eventuellen Beziehung zwischen 
der Ausléschung der Chlorophyllfluoreszenz und dem Sauerstoffgehalt 
der Chloroplasten nachzugehen. Vor und auch gleichlaufend den 
Untersuchungen an lebenden Blattern beschaftigten wir uns namlich 
eingehend mit der von uns beobachteten Erscheinung der Ausléschung 
der Fluoreszenz von Farbstoffen, insbesondere auch des Chlorophylls, 
durch Sauerstoff. In Lésungen fluoreszierender Farbstoffe ist diese 
Ausléschung gemaB der geringen Léslichkeit des Sauerstoffs in Lésungs- 
mitteln keine sehr weitgehende. Werden jedoch die Farbstoffe aus ver- 
diinnter Lésung an Gele adsorbiert, dann sehen wir bei einem Vergleich 
volkkommen evakuierter Farbstoffadsorbate gegeniiber solchen, welche 
sich in trockener Sauerstoffatmosphare befinden, in vielen Fallen einen 
auBerordentlichen Helligkeitsunterschied: Die Fluoreszenz wird durch 
Sauerstoff weitgehend getilgt. 

Die Versuche, welche zur Aufklaérung dieser Erscheinung ausgefiihrt 
wurden, sind ver6ffentlicht!. Wir erinnern hier nur kurz an das experi- 
mentell gesicherte Endergebnis: Zwischen angeregten Farbstoffmolekiilen 
und normalen Sauerstoffmolekiilen findet ein Energieaustausch statt, 
welcher zur Bildung energiereicher Sauerstoffmolekiile Of fiihrt.  € ist 
die vom Farbstoff auf den Sauerstoff iibertragbare Energie. Der energie- 


reiche Zustand des Sauerstoffs ist ein metastabiler; er entspricht wohl 


sicher dem metastabilen !2-Zustand des Sauerstoffs, welcher eine 
Anregungsenergie von 37000 cal besitzt. 


(Ch) + hy = (Ch)* 
(Ch)* + O, = (Ch) + Of (Ch) = Chlorophyll. 


Die Energie der Fluoreszenzstrahlung des Chlorophylls betragt un- 
gefahr 40000 cal, so daB dieser Energiebetrag nur unbedeutend gréBer 
ist als e€. Die in Frage kommenden Anregungszustande des Chlorophylls 
und des Sauerstoffs sind aufeinander abgestimmt. Dieser Umstand ist 


H. Kautsky, A. Hirsch u. W. Flesch, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 


52, 1935, daselbst Angabe der vorhergehenden Arbeiten. 
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fiir die Austauschmoglichkeit und Ausbeute der vom Chlorophyll 
absorbierten Lichtenergie von ganz besonderer Bedeutung. Ein griines 
Blatt enthalt immer einen fluoreszierenden Farbstoff, das Chlorophyll, 
und Luftsauerstoff. Die Bedingungen einer Energietibertragung vom 
Chlorophyll auf molekularen Sauerstoff kénnten somit auch im lebenden 
Blatt gegeben sein, wenn auch vorerst nicht einzusehen ist, was dieser 
Vorgang fiir die Kohlensaureassimilation bedeuten kénnte. 

Kine Entscheidung dariiber, ob die Anwesenheit von Sauerstoff 
eine unerlaBliche Bedingung fiir das Zustandekommen der Ausléschung 
der Chlorophylfluoreszenz im lebenden Blatte ist, kann leicht getroffen 
werden: Wir entzichen einem Blatt durch Uberleiten eines absolut 
sauerstofffreien ', aber etwas kohlensaurehaltigen Stickstoffstroms seinen 
Sauerstoff und beobachten das Fluoreszenzverhalten des Blattes unter 
diesen veranderten Bedingungen. Das Ergebnis dieser Versuche war 
doch auBerordentlich tiberraschend: Das Blatt fluoresziert in sauerstoff- 
lreier Gasatmosphare gleich vom ersten Augenblick des Belichtens an mit 
maximaler Helligkeit. Die erste Fluoreszenzausléschung A und der damit 
verkniipfte Fluoreszenzanstieg A—B sind nicht mehr zu beobachten. Sie 
kehren aber vollkommen reversibel wieder, wenn vorher in einer Dunkel- 
pause erneut Sauerstoff dem Gasstrom beigemengt wurde. 

Zwei wichtige Folgerungen ergeben sich aus diesen Versuchen: 

1. Die Ausléschung der Fluoreszenz des Chloroph ylls im ersten Augen- 
blick des Belichtens und der darauffolgende Anstieg der Fluoreszenzhelligkeit 
his zum Maximum B werden durch Sauerstoff bewirkt. 

2. An dieser Fluoreszenztilgung ist mit Sicherheit weder freie noch 
gebundene Kohlensdure unmittelbar beteiligt, denn in Gegenwart derselben 
bleibt, wenn nur der Sauerstoff fehlt, die ganze Erscheinung des Fluo- 


reszenzanstiegs aus. 
Die Versuchsanordnung (Abb. 1). 


Mit £B ist die durch eine aufgeschliffene Glasplatte verschlossene 
Versuchskammer angedeutet, iiber die Naheres im apparativen Teil der 
zweiten Mitteilung? zu erfahren ist. Uber dieser Kammer befindet sich 
méglichst nahe (etwa 15cm) eine Quecksilberdampflampe (Analysenquarz - 
lampe von Heraeus), welcher lichtdicht eine Ultraviolett-Schwarzglasplatte 
vorgelegt ist, so daB nur langwelliges ultraviolettes Licht zur Bestrahlung 
des Blattes verwendet wird. In die Kammer # wird das vorher im Dunkeln 
gut ausgeruhte, ungeteilte Versuchsblatt gebracht und iiber die die Kammer 
bedeckende Glasplatte eine schwarze, lichtundurchlassige Scheibe gelegt. 
Die Beobachtung geschah in den Versuchen unmittelbar durch direkte 
Beobachtung mit dem Auge. 

Ein Gasstrom, beim Durehtritt durch die wassergefiillten Wasch- 
flaschen K, und AK, mit Wasserdampf gesattigt, flieBt durch die Kammer 6 


1 H. Kautsky u. H. Thiele, Zeitschr. f. anorg. allgem. Chem. 182, 
342, 1926. — 2 Diese Zeitschr. 274, 435, 1934. 
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mit ausreichender Geschwindigkeit. Wird B im Verlauf der Versuche auf 0° 
gekiihlt, dann scheidet man, um eine Kondensation in der Versuchskammer 
zu vermeiden, den iiberschiissigen Wasserdampf vorher durch Eiskiihlen 
von A, als Wasser ab. Die wichtigsten Versuche fiihrten wir im sauerstoff 
freien Gasraum durch. Absolut sauerstofffreier Stickstoff schadigt die 
Blatter innerhalb einiger Versuchsstunden erheblich, wenn ihm ein Gehalt 
an Kohlensiure mangelt. Das Verhalten von Parietaria ramiflora unter 
diesen Bedingungen fiihrte uns solche Schadigungen deutlich vor Augen. 
Wir beobachteten das Auftreten stark gelb fluoreszierender Flecke, die bei 
Sauerstoffzutritt ihre Fluoreszenz sofort einbiiBten. Zur Vermeidung 
abnormer Vorgénge im Blatte hielten wir in dem Gasstrom standig eine fiir 
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die Kohlensaéureassimilation reichlich geniigende Kohlensiurekonzentration 
aufrecht. Die Schadigungen blieben dann auch vollkommen aus. 

Die sauerstofffreie kohlenséurehaltige Gasmischung wird in folgender 
Weise hergestellt: Wir sattigen in dem Kolben K, eine konzentrierte Kalium- 
carbonatlésung mit Kohlenséure unter méglichstem Luftausschlu8, um zu 
vermeiden, da das in reichlicher Menge ausfallende Bicarbonat Sauerstoff 
einschlieBt. Die letzten Spuren Sauerstoff entfernen wir durch mehrfaches 
Evakuieren und Wiedereinleiten absolut sauerstofffreien Stickstoffs durch 
H,, wobei wahrend des Evakuierens reichlich Kohlensiure aus der Lésung 
entbunden wird. Wahrend eines Versuchs strémt dann der sauerstofffreie 
Stickstoff durch die Bicarbonatlésung, aus welcher er geniigend Kk.ohlenséure 
zur Versorgung der Blatter mitnimmt. 

Vor seiner Verwendung mu8 der Gasstrom auf das Fehlen jeglicher 
Spur Sauerstoff, ebenso auch die gesamte Apparatur auf Dichtigkeit gepriift 
werden, um ein nachtragliches Zudiffundieren von Sauerstoff verhindern zu 
kénnen. Apparatur und Art der Priifung auf Sauerstoffspuren sind in einer 
Ver6ffentlichung! ausfiihrlich beschrieben. Es handelt sich dabei um die 
Beobachtung einer hellen, 5 bis 10 Sekunden dauernden Phosphoreszenz 
eines Trypaflavin-Kieselsiureadsorbats, welche bereits durch Sauerstoff- 
drucke von 0,001 mm sehr deutlich beeintrachtigt wird. Diese mit eine: 
Stoppuhr leicht meBbare Kiirzung der Phosphoreszenzdauer und die gleich- 
zeitig beobachtbaren charakteristischen Anderungen der Intensitaét des 
Leuchtens kénnen wieder aufgehoben werden durch einfaches Belichten de- 


1 H. Kautsky u. A. Hirsch, Zeitschr. f. anorgan. allgem. Chem. 222, 


126, 1935. 
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Adsorbats in dem nunmehr geschlossenen, also vor weiteren Sauerstoff- 
zutritt geschiitzten, flachen Kélbchen Ad. Diese Regeneration der Phos- 
phoreszenz beruht einfach auf einem Verbrauch der im Kélbchen ver- 
bliebenen geringen Sauerstoffmengen durch das belichtete Farbstoffadsorbat. 
Beeintrachtigt der zu priifende Gasstrom die normale Dauer und Helligkeit 
der Phosphoreszenz nicht im geringsten, dann kann man angeben, daB der 
Sauerstoffpartialdruck des Gases nicht iiber etwa 0,0001 mm Hg betragt. 


Dem Prifkélbchen Ad sind zwei GefiBe vorgeschaltet: A, ein mit 
fliissiger Luft gekiih!tes AusfriergefaB und P ein Trockenrohr mit reinem 
Phosphorpentoxyd beschickt. Beide GefiBe dienen dazu, Beimengungen 
von Wasserdampf, weiteren kondensierbaren Verunreinigungen und Nebeln 
dem phosphoreszierenden Adsorbat fernzuhalten. Dies ist nétig, wenn die 
Phosphoreszenztilgung als eindeutiger Nachweis fiir Sauerstoff gelten soll. 
Der sauerstofffreie Gasstrom kann in der Apparatur bis zu dem Priif- 
kélbchen Ad drei Wege nehmen: einmal direkt iiber H,, d, H,,, H; bis Hy», 
ein andermal durch die Sattigungsflaschen A,, A, durch H, und H,; ohne die 
Versuchskammer # zu durchstreichen, und schlieBlich denselben Weg, aber 
von H, aus durch die Versuchskammer B und H;. Wir haben uns auf allen 
diesen Wegen auch wahrend der Blattversuche immer wieder von der 
Sauerstofffreiheit des Gasstroms und der Dichtigkeit der Apparatur 
iiberzeugt. 


Versuche wher den EinfluB sauerstofffreier Gasatmosphdre auf den 
Fluoreszenzanstieg A—B. 

Aus einem in der Versuchskammer P befindlichen Blatt vertreiben wir 
den Sauerstoff durch Uberleiten des kohlenséurehaltigen sauerstofffreien 
Stickstoffs so weitgehend, daB die Phosphoreszenz des Trypaflavinadsorbats 
in keiner Weise mehr beeintrachtigt erscheint. Zur Erleichterung der 
Sauerstoffabgabe des Blattes verfahren wir meist so, daB wir das sauerstoff- 
freie Gas meist 1 Stunde bei Zimmertemperatur und dann | Stunde bei 0° 
durch die Versuchskammer streichen lassen. Diese Zeit geniigt im all- 
gemeinen reichlich den Druck des Sauerstoffs im Blatte soweit herab- 
zusetzen, daB der Gasstrom nicht nachweisbare Mengen Sauerstoff mitfiihrt. 
Die Versuche iiber das Fluoreszenzverhalten der Blatter in sauerstofffreier 
Gasatmosphare werden fast durchwegs bei 0° ausgefiihrt; das bietet mehr- 
fache Vorteile. Ein moéglicher EinfluB der Atmung wird durch Temperatur- 
erniedrigung weitgehend herabgesetzt. Wie wir friiher beobachteten, 
beeinfluBt eine Temperaturinderung den Fluoreszenzanstieg A—B in 
Gegenwart von Luft weder in Intensitaéat noch Dauer, dagegen setzt der 
Fluoreszenzabfall bei tiefen Temperaturen nur sehr langsam ein, so daB die 
in B& erreichte maximale Helligkeit langere Zeit unvermindert bestehen 
bleibt und deshalb ausgezeichnet als Vergleichshelligkeit zur Beobachtung 
des Fluoreszenzanstiegs dienen kann. Die Beobachtungen des Fluoreszenz- 
anstiegs fiihren wir namlich so aus, daB vorerst nur die eine Halfte des 
Blattes dem Lichte ausgesetzt wird, bis die maximale Helligkeit der Fluo- 
reszenz desselben als Vergleichshelligkeit sicher erreicht ist. Zu diesem 
Zeitpunkte wird erst die zweite, bisher bedeckte Blatthalfte bestrahlt. Nur 
im Kontrast zu einer Vergleichshelligkeit ist man in der Lage mit Sicherheit 
festzustellen, ob im Belichtungsbeginn die Chlorophyllfluoreszenz der zweiten 
Blatthalfte geringer ist und ob ein Fluoreszenzanstieg folgt, welcher die 
Helligkeit der vorbelichteten Blatthalfte erreicht. Wir beobachteten un- 
mittelbar mit dem bloBen Auge, welches geiibt ein auBerordentlich zuver- 
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lassiges Instrument ist und durch die Augen anderer Beobachter jederzeit in 
seiner richtigen Auffassung des Geschehens unvoreingenommen kontrolliert 
werden konnte. Zuerst tiberzeugten wir uns davon, daB in der gegebenen 
Versuchsanordnung der normale, schon friiher geschilderte Verlauf des 
Fluoreszenzanstiegs in Luft unveradndert reproduzierbar zu sehen war 
Dann erst gingen wir daran, das Fluoreszenzverhalten unserer Versuchs 
blatter in vollkommener Abwesenheit von Sauerstoff zu beobachten. 


Nach einer sehr groBen Anzahl von Versuchen kénnen wir ohne 
Einschrankung behaupten, daB in den Blattern unserer Versuchspflanzen 
Parietaria ramiflora, Elatostema sessile (var. ulmifolia) und Polygonum 
aubertii bei AusschluB von Sauerstoff unter den von uns gegebenen 


Bedingungen die Anfangstilgung und der darauffolgende Anstieg det 
Chlorophylifluoreszenz vollkommen fehlten, d.h. daB von Anfang de1 
Belichtung an die maximale I luoreszenz des 
Blattes iberhaupt nicht beeinfluBt erscheint. 
Wir sind durchaus der Meinung, daB ein 





+ 


gleiches Verhalten auch an Blattern andere 
Pflanzen allgemein zu beobachten sein wird. 

Abb. 2 enthalt die Versuchsresultate ! 
Die darin zum Ausdruck kommende zeitlich 
konstante Fluoreszenzhelligkeit ist beziiglich 
ihrer Intensitat fir Blatter verschiedener 


Fiuorescensheligheit 
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Abb. 2. Das VerhaltenderFluor- Pflanzenarten eine etwas verschiedene (siehe 
cergre neat in saree” I. Mitteilung, 8. 482 f,) 
Stickstoff bei 0°. Schaltet man nach einem solchen Ver- 
such in sauerstofffreier Gasatmosphare eine 
Dunkelpause von 10 bis 15 Minuten ein, wahrend welcher das sauer- 
stofffreie Gas durch Luft oder sogar nur durch Bombenstickstoff 
(etwa 1°, O,) ersetzt wird, so ist bei erneuter Belichtung ein normales 
Verhalten der Blatter im vollen Umfange wieder zu _ beobachten: 
Der Fluoreszenzanstieg A—B erhebt sich aus einer starken Anfangs- 
tilgung A in etwa 1 Sekunde zur maximalen Fluoreszenzhelligkeit B. 
Ergebnis: Aus dem gesamten beobachteten Verhalten miissen wir 
schlieBen, dap allein der Sauerstoff fiir die anfdngliche Ausléschung der 
Chlorophyllfluoreszenz und fiir den darauffolgenden Fluoreszenzanstieg 
verantwortlich ist. 


' J. Frank erklart mit seiner kiirzlich veréffentlichten Hypothese de 
Kohlensaureassimilation (Naturwiss. 23, 226, 1935) einen Fluoreszenz- 
anstieg, der bei vollkommener Sauerstofffreiheit des Versuchsgases aut- 
treten soll. Irrtiimlicherweise glaubte er diesen aus unseren Arbeiten zu er- 
sehen. Wir méchten auch darauf hinweisen, daB der normale Anstieg der 
Fluoreszenz in Luft bei unseren Belichtungsbedingungen blo®B 1 Sekunde 
dauert und nicht, wie Frank angibt, in der GréB8enordnung von | Minute 
liegt. Unsere Versuche sind keine Stiitze fiir seine Auffassung. Dies wird 
noch im Verlauf der weiteren Mitteilungen gezeigt werden. 
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In Analogie zu dem von uns bereits aufgeklarten Vorgang der 
Fluoreszenztilgung fluoreszierender Farbstoffe durch Sauerstoff liegt 
der Gedanke nahe, daB auch im lebenden Blatte die Ausléschung der 
Chlorophyllfluoreszenz auf einer energetischen Wechselwirkung zwischen 


angeregten Chlorophyllmolekiilen und Sauerstoffmolekiilen beruht, 
welche zur Bildung des metastabilen aktivierten Of fuhrt. Sollte dieser 


Vorgang ein Teilvorgang der Kohlenséureassimilation sein, dann ist zu 
erwarten, daB bei vollkommenem Sauerstoffmangel ein belichtetes Blatt 
nicht mehr die Fahigkeit besitzt zu assimilieren, weil eine Ubertragung 
der vom Chlorophyll absorbierten Lichtenergie, welche nachweislich die 
Assimilationsenergie ist, auf Sauerstoff nicht mehr zustande kommen 
kann. Belichtete sauerstofffreie Blatter dirften demnach keinen 
Assimilationssauerstoff entwickeln. Diese Folgerung laBt sich priifen. 


Nachweis der Assimilationstatigkeit in sauerstofffreier Gasatmosphdre. 

Wie in den vorhergehenden Versuchen, entfernen wir den Sauerstoff 
aus einem in der Versuchskammer befindlichen Blatt (Parietaria rami- 
flora oder Polygonum aubertii) so weitgehend, daB der iibergeleitete 
Gasstrom die Phosphoreszenz des Trypaflavin-Kieselsiureadsorbats 
nicht beeinfluBt. Hierauf belichten wir das Blatt kurze Zeit und priifen 
erneut den Gasstrom auf seinen Sauerstoffgehalt. Eine Belichtungszeit 
von wenigen Sekunden geniigt schon erkennen zu lassen, dab trotz des 
fehlenden Fluoreszenzanstiegs aus dem Blatte Sauerstoff entbunden 
wid. Je langer die Belichtungszeit des Blattes wahrt, um so deutlicher 
wird die Phosphoreszenz des Adsorbats beeinfluBt; sie kann bei minuten- 
langem Belichten ausgeléscht sein. In einer Dunkelpause, deren Dauer 
naturgemafs von der vorangehenden Belichtungszeit abhangt, wird der 
Assimilationssauerstoff wieder vollkommen fortgespilt, erkennbar an 
dem gleichmabig hellen, normal dauernden Nachleuchten des Trypa- 
flavinadsorbats. Belichten wir wieder, so beobachten wir erneut das 
Auftreten von Sauerstoff. Soweit es sich beurteilen laBt, steigt die 
Sauerstoffentbindung von einem nach der ersten Belichtungssekunde 
sehr geringen Werte, wahrend daueinder Belichtung zu héheren Werten 
an. Die Methode des Sauerstoffnachweises in stré6mendem Gas mittels 
der Phosphoreszenztilgung ist aber nicht dazu geeignet, die Geschwindig- 
keit der Assimilation durch die Sauerstoffentwicklung im belichteten 
Blatte zu messen. Sie ist nur ein biindiger Nachweis dafiir, dab iiberhaupt 
Sauerstoff entsteht. Das geniigt zur Beantwortung unserer Frage, ob 
ein Blatt in sauerstofffreier Gasatmosphare zu assimilieren beginnt. Sie 
ist dahingehend beantwortet, da dies sicher der Fall ist. 

Diese Tatsache kann wenigstens zwei Griinde haben: Entweder ist 
unsere friiher geduBerte Auffassung der Mitwirkung des Sauerstoffs an 
den Energieumwandlungen bei der Kohlensdureassimilation falschi, 
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oder aber das Blatt enthalt trotz des Ausspiilens mit sauerstofffreiem Gas 
noch geringe Sauerstoffmengen, die zur EKinleitung der Kohlensaure- 
assimilation geniigen. Dann ist aber fiir die Fluoreszenztilgung ver- 
mutlich nicht der freie Luftsauerstoff verantwortlich, sondern vielmehr 
eine Verbindung desselben, in welcher er in molekularer Nahe des Chloro- 
phylls dissoziabel gebunden ist. Das ware eine Erklarung dafiir, dab 
der Sauerstoff durch sauerstofffreien Stickstoff nicht ohne weiteres 
quantitativ auszutreiben ware!. Eine ganze Reihe von Beobachtungen 
spricht fiir eine dissoziable Bindung des Sauerstoffs im Chloroplasten: 

1. Die Starke der Ausléschung der Chlorophyllfluoreszenz durch 
Sauerstoff im Blatte im Vergleich zu Lésungen und Adsorbaten desselben 
Farbstoffs. 

2. Das hartnackige Festhalten des einmal durch Belichten in sauer- 
stofffreier Atmosphare entstandenen Assimilationssauerstoffs im Blatt. 

3. Das nachweisbare Entstehen von Sauerstoff durch Erwarmen 
eines vorher bei 0° von Sauerstoff befreiten Blattes. 

Wir erklaren uns im folgenden naher. 

Zu 1. Vorher sprachen wir ganz allgemein von der mehr oder minder 
starken Ausléschung der Fluoreszenz verschiedener Farbstoffe durch 
Sauerstoff. Sie ist auch bei Atmospharendruck noch stark von Anderun- 
gen des Sauerstoffdruckes abhangig. Vergleichen wir die durch Sauer- 
stoff bewirkte Fluoreszenzausléschung an geléstem oder selbst adsor- 
biertem Chlorophyll mit der des Chlorophylls im lebenden Blatt, so 
finden wir einen auffalligen Unterschied. Bei einem so geringen Druck, 
wie er durch die Léslichkeit des Luftsauerstoffs in Wasser gegeben ist, 
sehen wir die Fluoreszenz von adsorbiertem oder geléstem Chlorophyll 
nicht beeinfluBt, wihrend sie dagegen bei dem gleichen Druck im Blatt 
fast ganz getilgt erscheint. 

Wir legen zwei R6éhrchen, enthaltend dieselben Adsorbate von 
Chlorophyll an Aluminiumhydroxyd von _ iibereinstimmender Fluo- 


1 PR. Willstdtter und A. Stoll unterscheiden bereits im Blatte zwischen 


geléstem und dissoziabel gebundenem Sauerstoff. Eine anfangliche Hemmung 
der Assimilationsgeschwindigkeit nach sehr lange wahrendem Sauerstoff- 
entzug fiihrte sie zu dieser Annahme. Allerdings war diese _Hemmung 
nicht ganz reversibel, sie ging immer mit einer dauernden Schadigung des 
Assimilationsvorganges einher. Sie schreiben: ,,Je langer dauernd der 
Sauerstoffmangel, desto geringer die Assimilationsfahigkeit und desto un- 
vollkommener die Erholung.** Die Bedeutung der dissoziablen Sauerstoff- 
bindung sahen damals Wollstdtter und Stoll im Gegensatz zu der hier dar- 
gelegten Auffassung darin, ,,da8 das am Assimilationsvorgang beteiligte 
Enzym als eine dissoziable Sauerstoffverbindung wirkt**. R. Willstdtter 
u. A. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation der Kohlensaure, 8. 344. 
Berlin 1918. 
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reszenzhelligkeit nebeneinander unter die Analysenquarzlampe. In dem 
einen erzeugen wir einen geringen Sauerstoffdruck und vergleichen 
nochmals die beiden Fluoreszenzen, vermehren den Sauerstoffdruck, 
vergleichen wieder usf., solange bis eine eben merkliche Schwachung 
der roten Fluoreszenz in dem sauerstoffhaltigen Réhrechen bemerkbar 
wird. Der abgelesene Druck betrigt dann ungefahr 20 mm Sauerstoff. 
An der Adsorbatgrenzfliche wird er vermutlich durch adsorptive 
Bindung des Sauerstoffs noch héher sein. Um einen Grad der Aus- 
léschung zu erreichen, welcher in der GréBenordnung derjenigen im 
lebenden Blatt entspricht, muB man das Adsorbat zu Luft oder gar 
reinem Sauerstoff von Atmospharendruck in Beziehung setzen. Im 
Blatte kann der Druck des im Zellsaft gelésten Sauerstoffs, welcher mit 
dem Sauerstoff der Luft im Gleichgewicht steht, nur wenige Millimeter 
betragen, und trotzdem ist die Ausléschung der Chlorophylifluoreszenz 
so gut wie vollstandig. Unter demselben Sauerstoffdruck wiirde die 
Fluoreszenz eines Chlorophylladsorbats oder einer Chlorophyllésung 
nicht im mindesten beeinfluBt erscheinen. Man gewinnt hieraus den 
Eindruck, daB die Sauerstoffkonzentration in unmittelbarer Nahe des 
Blattchlorophylls eine sehr bedeutende sein mu, ganz unvergleichbar 
der im Chloroplasten bloB gelésten Mengen. Hier spricht alles fiir ein 
besonderes Heranziehen des Sauerstoffs an die das Chlorophyll ent- 
haltende Oberflache durch Bindung an dieselbe. 

Zu 2. Wir greifen wieder auf die Versuche zuriick, in welchen wir 
fanden, daB ein von Sauerstoff befreites Blatt beim Belichten sofort 
maximal hell fluoresziert, ohne daB, wie wir es in Gegenwart von 
Luft beobachten, dieses Fluoreszenzmaximum, ausgehend von einer 
starken Tilgung der Fluoreszenz in einem Fluoreszenzanstieg, er- 
reicht wurde. 

Uns interessiert jetzt das Fluoreszenzverhalten von Blattern der- 
selben Pflanzen bei mehrfach aufeinanderfolgenden kurzen Belichtungs- 
zeiten (einige Sekunden), die durch ebenfalls kurze Dunkelperioden 
(unterhalb einer Minute) unterbrochen werden. Schon am Anfang der 
zweiten Belichtungsperiode ist infolge des in der ersten entstandenen 
Sauerstoffs ein kurzdauernder geringer Fluoreszenzanstieg erkennbar. 
Mit jedem neuen Belichten wird derselbe deutlicher und erreicht schlieB- 
lich die gleiche Zeitdauer (etwa 1 Sekunde) und Intensitaétsinderung wie 
der normale Fluoreszenzanstieg eines in Luft befindlichen Blattes. Je 
kiirzer die einzelnen Belichtungszeiten sind, um so 6fter miissen sic 
wiederholt werden, um den normalen Fluoreszenzanstieg zu erreichen. 
Werden die Dunkelpausen sehr lange ausgedehnt, so fiihrt der sauerstoff- 
freie Gasstrom den in der vorangehenden Belichtungszeit entstandenen 
Assimilationssauerstoff wieder fort. Nach 30 Minuten Dunkelzeit beob- 
achten wir bei den gegebenen Bedingungen wieder das vollkommene 
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Fehlen des Fluoreszenzanstiegs im Belichtungsbeginn. Die Versuche 


lassen sich mit den gleichen Ergebnissen, oftmals auch an ein und dem- 


selben Blatte, wiederholen. Sie zeigen klar und eindeutig die fluoreszenz- 
ausléschende Wirkung des Sauerstoffs und sie sprechen dafiir, daB der 
in der Assimilation entstehende Sauerstoff bei Sauerstoffmangel der 
Aubenatmosphare nicht gleich an diese abgegeben, sondern vorerst 
noch in der Nahe des Chlorophylls festgehalten wird. 


Weitere Beobachtungen sind in gleicher Weise zu verstehen: Ein 
Blatt von Parietaria ramiflora oder Polygonum aubertii liegt in der mit 
einer lichtundurchlassigen Scheibe bedeckten Belichtungskammer. Wir 
spilen erst bei Zimmertemperatur und dann bei 0° sauerstofffrei. Die 
Scheibe verschieben wir hierauf so weit, daB nur eine Halfte des Blattes 
dem Lichte der Analysenquarzlampe ausgesetzt ist. Diese Blatthalfte 
belichten wir wenigstens 1 Minute lang ohne Unterbrechung. Nach 
dieser Zeit wird die zweite Halfte frei gelegt, so daB nunmehr auch sie 
der Bestrahlung zuganglich ist. In diesem Augenblick beobachten wit 
einen Fluoreszenzanstieg in der vorher noch unbelichtet gewesenen 
Halfte, welcher sich aber meist nicht gleichmaBig auf diese erstreckt. 
Der unmittelbar an die vorbelichtete Halfte angrenzende Teil zeigt eine 
starke Anfangstilgung und auch einen so gut wie normal verlaufenden 
Fluoreszenzanstieg, welcher die Helligkeit der vorbelichteten Halfte 
erreicht. In zunehmendem Abstand von der vorbelichteten Halfte 
erscheint der Fluoreszenzanstieg oft undeutlicher. Es erstreckt sich 
aber ein normaler Fluoreszenzanstieg gleichmaBig iiber die ganze Blatt- 
halfte, wenn die Vorbelichtung der anderen Halfte mehrere Minuten 
andauert. Dieses Kriechen des entstehenden Assimilationssauerstoffs in 
die vor Licht geschiitzte Blatthalfte legt ebenfalls Zeugnis fiir die Sauer- 
stoffgier der Chloroplasten ab. 


Zu 3. Nach dieser Sachlage schien es uns am wichtigsten, wenigstens 
einmal qualitativ den direkten Nachweis dafiir zu erbringen, daB ein 
Blatt, welches in sauerstofffreier Atmosphare zu assimilieren beginnt, 
vor der Belichtung noch Sauerstoff enthalt und daB dieser Sauerstoff 
sich in dissoziabler Bindung befindet. 


Das Dissoziationsgleichgewicht einer solchen dissoziierenden Sauer- 
stoffverbindung muB durch Steigern der Temperatur im Sinne einer 
starkeren Dissoziation, also unter Freiwerden von Sauerstoff, verschoben 
werden. In Anbetracht der Empfindlichkeit unseres Sauerstoffnachweises 
hielten wir es fiir denkbar, daB eine Temperaturerhéhung eines bei 0° 
sauerstofffrei gespiilten Blattes den Sauerstoffgleichgewichtsdruck soweit 
erhéht, daB der iiber das erwarmte Blatt geleitete sauerstofffreie Gas- 
strom eine durch die Phosphoreszenztilgung nachweisbare Menge 
Sauerstoff mitfihrt. 











ve 
bi 


uche 


lem - 
enz- 


der 
det 
‘erst 


Ein 
mit 
Wir 
Die 
ttes 
lfte 
ach 
sie 
wir 
nen 
ckt. 
‘ine 
den 
lfte 
lfte 
sich 
itt- 
ten 
; in 
er- 


1er 
en 
ses 

0 
eit 


ge 








Chlorophylifluoreszenz und Kohlensiureassimilation. IV. 383 


Fiir diese Versuche Aandern wir zweckmaBig unsere Versuchsanordnung. 
In ein langes, 2,5mm weites, durch eine schwarze Umkleidung vor Licht 
geschiitztes Versuchsrohr, Abb. 3 (bei S,; und S, an die Apparatur Abb. | 
an Stelle des BelichtungsgefaBes B angeschlossen), dessen Temperatur zu 
gegebenem Zeitpunkt durch ein Bad rasch von 0 auf 40 bis 50° erwarmt wird, 
bringen wir durch den Kappenschliff eine gréBere Anzahl der zu unter- 
suchenden Blatter. Wir sagten uns, daB8 der gesuchte Effekt nicht groB sein 
kann, weil die in einem Blatt dissoziabel gebundene Menge molekularen 
Sauerstoffs bei unmeBbar geringen Sauerstoffdrucken auch bei 0° nur eine 
auBerst bescheidene sein muB. Es war uns deshalb daran gelegen, die bei 
Temperaturerhdhung abgegebene Sauerstoffmenge moglichst 
vieler Blatter gesammelt dem phosphoreszierenden Trypa- 5 - 
tlavinadsorbat zum Nachweis zuzufiihren. Wir verfahren des- 
halb so, daB wir erst bei 0° den Blattern solange den Sauer- fR 
stoff entziehen, bis er nicht mehr nachweisbar ist. Dazu ge- 
niigen im allgemeinen 2 Stunden. Hierauf stellen wir die 
Hahne H, und H; so, daB das Versuchsrohr gegen den Gas- 
strom abgeschlossen ist und dieser direkt durch H,, H,, und 
H, die Apparatur durchstrémt. Vorsichtshalber erwarmen wir 
vorerst noch nicht, sondern halten das Rohr bei 0° bis zu 
15 Minuten geschlossen, um festzustellen, ob wahrend dieser | U 
Zeit sich aus irgendeinem Grunde Sauerstoff der im Rohr 
befindlichen Gasatmosphiare beimengt. Erst wenn wir uns sicher 
iiberzeugt haben, da®B dies nicht der Fall ist, beginnen wir mit 
dem eigentlichen Versuch. Das wieder gegen den Gasstrom abgeschlossene, 
die Blatter enthaltende Versuchsrohr wird durch ein es umgebendes Bad 
auf 45° gebracht, immer sorgfaltig vor Licht geschiitzt und wenigstens 
1/, Stunde bei dieser Temperatur belassen. Hierauf treiben wir den Gas- 
inhalt des Versuchsrohres mit Hilfe des sauerstofffreien Gasstromes zum 
Nachweis des durch die TemperaturerhGhung vom Blatte abgegebenen 
Sauerstoffs iiber das zur Phosphoreszenz erregte Trypaflavinadsorbat. 











Abb. 3 


Auf diese Weise stellen wir eindeutig fest, daB die Temperatur- 
erhéhung von 0 auf 45° eine Sauerstoffabgabe aus den Blattern bewirkt, 
welche die Phosphoreszenz stark beeinfluBbt. In Leerversuchen ohne 
Blatter konnten wir niemals Sauerstoff unter diesen Bedingungen nach- 
weisen. Besonders wichtig ist die Feststellung, dab bei einer erneuten 
Abkiihlung der Blatter von 45 auf 0° die Sauerstoffabgabe wieder unter 
die Grenze des Nachweises zuriickgeht. Das bedeutet, dab das reversible 
Dissoziationsgleichgewicht sich durch die Abkiihlung wieder im Sinne 
einer Sauerstoffbindung verschiebt. 

Nachstehend sind unsere Versuchspflanzen angefiihrt. An allen 
konnten wir, bei Verwendung gesunder, vollentwickelter Blatter, die 
Sauerstoffabgabe durch Temperaturerhéhung nachweisen. 

Versuchspflanzen: Parietaria ramiflora, Parietaria officinalis, Salvia 
splendens, Microlepia plathyphylla (Farn), Ficus Parcelli, Ageratum 
mexicanum, Sparmannia africana. 

Ergebnis: Mit den bisherigen Versuchen haben wir qualitativ 
nachgewiesen, daB vom lebenden Blatt Sauerstoff dissoziabel gebunden 
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wird. Wir fiihren diese Sauerstoffanlagerung im Zusammenhang mit der 
Ausléschung der Fluoreszenz des Chlorophylls auf eine Bindung des 
Sauerstoffs in molekularer Nahe des Chlorophylls in den Chloroplasten 
zuriick. 


DaB die Sauerstoffbindung im Chloroplasten in unmittelbarer Nahe 
des Chlorophylls erfolgt, scheint uns naheliegend, weil die Ubertragung 
der Energie vom Chlorophyll auf den Sauerstoff sich nur auf Ent- 
fernungen abspielen kann, die kaum iiber molekulare Dimensionen 
hinausgehen. Fir eine Sicherung dieser Aussage schien es uns aber 
wiinschenswert, das Verhalten von Pflanzenteilen, welche keine Chloro- 
plasten enthalten, gegeniiber Sauerstoffentzug im Vergleich zu den 
chloroplastenfihrenden Blattern zu untersuchen. Blatter verschiedener 
Bliten schienen uns dafiir geeignet. Die Methode der Untersuchung 
war ohne Abweichung die gleiche wie sie eben fiir die griinen Blatter 
auseinandergesetzt wurde. 








Versuchspflanzen: Bliitenblatter von Pelargonium zonale, Cattleya 
hybrida, Browallia speciosa (var. grandiflora), Amaryllis hybrida, 
Chrysanthemum (wei) und Rosa centifolia. 


Bei Erwairmung der bei 0° sauerstofffrei gespiilten Bliitenblatter 
auf 60° wurde an keinem derselben eine meBbare Erhéhung des Sauer- 
stoffdruckes festgestellt. Dieses Ergebnis spricht durchaus dafiir, da8 
die von uns nachgewiesene Sauerstoffbindung in den Assimilations- 
organen der griinen Blatter stattfindet. 


Weiter interessierte uns noch die Frage, wie sich Blatter verhalten, 
in welchen die Chloroplasten noch nicht oder nicht mehr richtig assi- 
milationstiichtig sind. Hierher gehéren die noch nicht ergriinten 
(etoilierten) und die herbstlichen, mehr oder minder vergilbten Blatter. 
In den ersteren sind die Chloroplasten noch nicht voll entwickelt, in 
den letzteren sind sie kaum mehr zur Assimilation befahigt. In beiden 
Fallen war in den von uns untersuchten Objekten keine Sauerstoff- 
entbindung durch Erwarmung von 0 auf 45° mit unserer Methode 
nachzuweisen. 





Versuchspflanzen: Zichorie (weibe oder kaum ergriimte Blatter), 
Schlingrose (schon im Frost gestandene, noch griine bis rein gelbe 
Blatter), ebensolche Blatter von Lyrodendron tulipifera und ferner im 
Zimmer vollkommen gelb gewordene Blatter der Zimmerlinde Spar- 
mannia africana. 





Erwahnt sei noch, daB Blatter von Ageratum mexicanum durch 
Abbriihen mit heiBem Wasser ebenfalls die Fahigkeit zur reversiblen 
Sauerstoffbindung verlieren. Sie verhalten sich nicht anders als feuchtes 
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Filtrierpapier, welches zum experimentellen Vergleich herangezogen 
wurde. 

Gesamtergebnis: Die Fluoreszenztilgung, welche im ersten Augen- 
blick des Belichtens eines Blattes beobachtet wird und der darauffolgend 
Fluoreszenzanstieg kommen durch eine energetische Wechselwirkung 
zwischen Sauerstoffmolekiilen und angeregten Chlorophyllmolekiilen zu- 
stande. Die Sauerstoffmolekiile sind in normalen Chloroplasten in mole- 
kularer Nahe des Chlorophylls dissoziabel gebunden. Was hier durch die 
Versuche sehr wahrscheinlich gemacht ist, wird durch Messungen des 
Einflusses verschiedener Sauerstoffkonzentrationen auf den Anstieg der 
Chlorophyllfluoreszenz im lebenden Blatte, welche in der folgenden 
Arbeit mitgeteilt werden, zur Gewibheit. 


Fiir das auBerordentliche Entgegenkommen in der Unterstiitzung 
unserer Experimentaluntersuchungen sind wir der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft, der I. G. Farbenindustrie Leverkusen, Oppau und 
Ludwigshafen und der Gesellschaft der Freunde der Universitat Heidelberg 
zu ganz besonderem Dank verpflichtet. 





Uber die Umsetzung 
natiirlicher 1-Phosphoglycerinsiure durch tierische Gewebe. 
Il. Mitteilung: 
Die Umwandlung der Phosphoglyecerinsiure in Phosphobrenztraubensiure. 
Von 
H. K. Barrenscheen, Gerhard Lorber und Walter Meeraus. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 8. Mai 1935.) 


In unserer ersten Mitteilung (1) iiber die Umsetzung der natiirlichen 
|-Phosphoglycerinséure (PGS.) konnten wir feststellen, daB bei der von 
uns gewahlten Versuchsanordnung nur ein Teil der dem Umsatz der 
PGS. zu Brenztraubenséiure entsprechenden Phosphorséure als an- 
organisches Phosphat nachweisbar ist, wahrend ein nicht unbetrachtlicher 
Anteil offenbar in organische Bindung ibergefiihrt wird. Die zur 
Orientierung, in welcher Form das Defizit an anorganischer Phosphor- 
siure vorliegt, ausgefiihrten Hydrolyseversuche nach Lohmann hatten 


unter anderem ergeben, daB in den Versuchsansaétzen die Menge des 
leicht hydrolysierbaren Phosphats gegeniiber den Kontrollansatzen 


betrachtlich vermehrt ist. Die Vermutung, daB in dieser Vermehrung 
des leicht hydrolysierbaren Anteils ein Ausdruck fiir die Umwandlung 
der PGS. in die von Lohmann und Meyerhof (2) entdeckte Phospho- 
brenztraubensaure (PBS.) zu sehen sei!, veranlaBte uns, dem Auftreten 
dieses Intermediirproduktes unsere Aufmerksamkeit zuzuwenden und 
so einen naheren Einblick in den Mechanismus der PGS.-Umsetzung 
zu erhalten. 

Zum Nachweis der Phosphobrenztraubenséurebildung in inaktivierten 
und dialysierten Muskelextrakten sind von Lohmann und Meyerhof zwei 
Methoden angegeben worden. Einmal die jodometrische Bestimmung 
PBS. wird bei Einwirkung alkalischer Hypojoditlésung zu Brenztrauben- 
siure dephosphoryliert und verbraucht dann ebenso wie Brenztraubenséure 
6 Aquivalente Jod und dann die Bestimmung des bei einstiindiger 
Hydrolyse in n HCl abspaltbaren Phosphats. Beide Methoden scheiden fiir 
die von uns gewahlte Versuchsanordnung aus. Die jodometrische aus dem 
Grunde, da wir PBS. neben Brenztraubensaéure zu bestimmen hatten, die 
Hydrolysenmethode aus der Erwagung, da®8 das in frischen Extrakten und 
Geweben praformierte leicht hydrolysierbare Phosphat — Adenosintriphos- 
phorséure u. a. — eine bilanzmaéBige Beurteilung wesentlich erschwert. Nun 


1 Die seinerzeit von uns geiuBerte Vermutung, daB eventuell auch an 
die von Meyerhof und Kiessling (Naturwiss. 22, 838, 1934) aufgefundene 
(+-)-2-Phosphoglycerinséure zu denken wire, ist durch die inzwischen von 
Kiessling (Ber. 68, 248, 1935) mitgeteilte Hydrolysenkurve dieser Saure 
hinfallig geworden. 
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bietet die von Lohmann und Meyerhof gefundene Tatsache, daf durch Queck- 
silbersalze der Zerfall der PBS. in Brenztraubensdure und Phosphorsdure 
katalysiert wird, eine Méglichkeit der Bestimmung beider Verbindungen 
nebeneinander derart, daB man die Brenztraubenséiure in einem Trichlor- 
essigsdurefiltrat bzw. nach Zusatz eines Quecksilbersalzes bestimmt. 

Praktisch haben wir die Bestimmung derart durchgefiihrt, da8 wir 
gleiche Mengen der entsprechenden Versuchsansitze einmal mit 20° iger 
Trichloressigsiure bzw. nach Schenck mit Salzsiure-Sublimat enteiweiBten 
und in den Filtraten im Schenck-Filtrat nach vorheriger Fallung des 
Quecksilbers mit Schwefelwasserstoff und nachfolgender Entliiftung die 
Brenztraubenséure als 2, 4-Dinitrophenylhydrazon nach Neuberg und 
Kobel (3) bestimmten; im einzelnen hielten wir uns hier an die in unserer 
ersten Mitteilung a gegebene Technik. Die Bestimmung der Phosphorsaure 
erfolgte kolorimetrisch nach Fiske und Subbarow (4); Milchsaiure wurde 
nach dem Prinzip von Friedemann und Kendall (5) in den auBerst handlichen 
Apparaten von Lieb und Zacherl (6) bestimmt. Zur Untersuchung gelangten 
Muskelbrei und Muskelextrakte aus Kaninchenmuskulatur, die unmittelbar 
nach dem durch Entbluten erfolgten Tode der Tiere hergestellt wurden, 
ferner Nierenbrei von Kaninchen; schlieBlich durch Einfrieren gewaschener 
menschlicher Erythrocyten gewonnene Himolysate. Die Phosphoglycerin- 
saure wurde nach Neuberg und Kobel (7) dargestellt. 

Untersucht man mit der angegebenen Methodik den zeitlichen 
Verlauf der Brenztraubensaurebildung aus PGS. durch frischen Muskel- 
brei und Muskelextrakt, so ergibt sich nur in einer verschwindenden 
Anzahl von Versuchen, daB die Werte aus den Trichloressigsdiure- und 
Schenck-Filtraten annahernd iibereinstimmen. 

Versuch vom 27. Februar. Muskelextrakt. Im Ansatz 50 cem Extrakt, 


30 ccm Ringer, 20 cem isosm. MgSO, mit der 250 mg Ba-Salz entsprechenden 
Menge PGS. 





: ztré ensiure i x Ansatz 
Zeit ___Brenztraubensiure in mg/Ansatz iekebiathen 


siure aus PBS. 


Min. Trichloressigsiure Schenck-Fallung 


60 63,48 73 
120 64,03 38 
In der tiberwiegenden Mehrzahl unserer Versuche 1aBt sich jedoch 
einwandfrei zeigen, daB die in den Schenck-Filtraten erhaltenen Werte 
wesentlich héher liegen als die nach Trichloressigséurefallung. Als Beleg 
dafiir diene je ein Versuch mit Muskelbrei bzw. Muskelextrakt. 
Versuch vom 13. Februar. Muskelextrakt. Im Ansatz 50 cem Extrakt, 


25 ecm Ringer, 25 cem isosm. MgSO, mit der 250 mg Ba-Salz entsprechenden 
Menge PGS. 





_Breastraubenstare =e Ansatz Brenztrauben- 
siure aus PBS. 


Zeit 7 NS 
Min. Trichloressigsiiure Schenck-Fallung 

60 3,74 7,01 3,27 
120 37,65 49,04 11,39 
180 39,18 49.04 9,86 
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Versuch vom 27. Februar. Im Ansatz 20g Muskelbrei, 80 cem Ringer, 
20cem MgSO, mit der 250mg Ba-Salz entsprechenden Menge PGS. 








Zeit __Brenztraubens&ure a mgracens _|| Brenztrauben- 
Min. Trichloressigsiure Schenck-Fallung siure aus PBS. 
60 26,82 43,78 16,96 
120 35,03 40,50 5,47 


Die Differenzen zwischen beiden Werten sind derart, daB sie weit 
iiber die Fehlergrenze hinausgehen und zweifellos auf die in den Schenck- 
Filtraten erfolgte Spaltung der Phosphobrenztraubensaure zuriick- 
zufiihren sind. Man koénnte nun gegen diese SchluBfolgerung geltend 
machen, dab die erhaltenen Differenzen in der Menge des ausgefallenen 
Brenztraubenséurehydrazons durch die verschiedene Aziditat der Fil- 
trate bedingt sei. Es laBt sich nun leicht zeigen, daB dieser Einwand 
nicht zutrifft, indem man neben der Schenck- und ‘frichloressigsaure- 
fallung noch eine dritte Fallung durchfiihrt derart, daB man in der Tri- 
chloressigsaure die der Schenck-Fallung entsprechende Menge Sublimat 
lést. Das Ergebnis einer derartigen Anordnung zeigt nachstehender 
Versuch. Wie man sieht, sind die Ergebnisse der Schenck-Fallung 
identisch mit denen, in welchen Trichloressigsiure mit Sublimat kom- 
biniert wurde. 

Versuch vom 22. Februar. Im Ansatz 50 ccm Muskelextrakt, 25 cem 
Ringer, 25cem isosm. MgSO, mit der 300mg Ba-Salz entsprechenden 
Menge PGS. 





Brenztraubensaure in mg/Ansatz 





70 ¥ Brenztrauben- 
anne Trichlor- agen Schenck- stiure aus PBS. 
Min. essigsiure + Hg Cl, Fallung 

60 24,63 — 49,80 25,17 

120 40,5 49,71 49,80 9,30 


Die von uns gewahlite Versuchsanordnung gestattet nun auch, 
einen Einblick in den Mechanismus der Umlagerung der PGS. in PBS. 
Nach den Feststellungen von Lohmann und Meyerhof erfolgt die Ein- 
stellung des Gleichgewichts PGS. 2 PBS. in inaktivierten Muskel- 
extrakten in sehr kurzer Zeit und ist innerhalb weniger Minuten erreicht. 
Verfolgt man nach unserer Versuchsanordnung die Bildung der Brenz- 
traubenséure und PBS., so zeigt sich, daB bereits nach der kurzen Zeit 
von 30 Minuten vielfach die PBS.-Bildung ihr Maximum erreicht hat, 
wahrend die weitere Umwandlung zu Brenztraubensaure nur allmahlich 
fortschreitet. 
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Versuch vom 28, Marz. 50 cem Muskelextrakt, 30 cem Ringer, 20 cem 
isosm. MgSO, mit der 250 mg Ba-Salz entsprechenden Menge PGS. 








Zeit Brenztraubensiure in mg/Ansatz vt anna bien: 
7 « ~ > a} 
Min. Trichloressigsiure Schenck-Fallung sdure aus PBS. 
1 
30 34,15 44,22 10,07 
60 35,68 44,28 8,60 
90) 40,81 47,85 7,04 


Versuch vom 8. Mdrz. Im Ansatz 20g Muskelbrei, 75 cem Ringer, 
25 cem isosm. MgSO, mit der 250 mg Ba-Salz entsprechenden Menge PGS. 





Brenztraubensiure in mg/Ansatz 








Zeit _ jasaahaabe teria Brenztrauben 2 

Min. Trich]8ressigsiure Schenck-Fallung siure aus PBS. 
30 2.44 12,71 10,27 

120 3,88 13,93 10,05 


Sowohl in dem Versuch mit Muskelbrei wie mit Muskelextrakt 
zeigt sich diese rasche Erreichung des Maximums der PBS.-Umwandlung, 
wahrend die Brenztraubenséurebiidung nur langsam aufholt. Analoge 
Ergebnisse zeigen auch die voranstehenden Versuche. Stets wird das 
Maximum der PBS.-Bildung relativ friih erreicht und bleibt konstant, 
wahrend die Brenztraubenséurebildung nur allmahlich fortschreitet. 

Umlagerung der PGS. in PBS. auf der einen Seite, Dephosphory- 
lierung der PBS. und Brenztraubensaurebildung auf der anderen Seite, 
sind offenbar verschiedene voneinander unabhingige Prozesse, die, 
entsprechend dem von Lohmann und Me yerhoj am inaktivierten Material 
ethobenen Befund, auch an frischen Extrakten und mit frischem Muskel- 
brei mit verschiedener Geschwindigkeit verlaufen. 

In einer Reihe von bereits nach | Stunde unterbrochenen Versuchen 
konnten wir die Feststellung machen, da wohl ein betrachtlicher Anteil 
der PGS. in PBS. umgelagert ist, wahrend sich nicht eine Spur von 
freier Brenztraubenséure nachweisen lat. Als besonders beweiskraftig, 
auch fiir die von uns gewahlte Technik, sei nachstehender Versuch kurz 
wiedergege ben. 

Versuch vom 20. Februar. Im Versuchsansatz 20 g Muskelbrei, 7 
Ringer, ferner 25 cem isosmotischer MgSO,-Losung mit der 300 mg Ba-Salz 
entsprechenden Menge I1-PGS. Nach 1 Stunde Inkubation bei 37° wurde 
durch Gaze filtriert und 45 cem des Filtrats mit 45 cem 20° ¢iger Trichlor 
essigsiure enteiweiBt. 60cem des eiweiBfreien Filtrats wurden mit 25 cem 
1°%iger Lésung von 2, 4-Dinitrophenylhydrazin in 2n Salzsiure versetzt. 
Nach sechsstiindigem Stehen keinerlei Ausfallen von Brenztraubensaure- 
hydrazon. Nunmehr wurde die klare Fliissigkeit mit 3 cem 5°, iger Sublimat- 
losung versetzt. Unmittelbar nach dem Zusatz begann das Brenztrauben- 
siurehydrazon auszufallen. Das nach Stehen iiber Nacht abgesaugte und 


aus Sodalésung umgefallte Hydrazon wog nach dem Trocknen 25,3 mg. Das 
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entspricht, auf den Ansatz von 100ccem umgerechnet, einer Menge von 
27,69 mg Brenztraubensaéure, die aus PBS. hervorgegangen ist. 

Berechnet man, wieviel von den zugesetzten rund 180mg PGS. in 
PBS. umgelagert wurden, so ergeben sich rund 32°,. Ungefaihr entsprache 
das dem von Lohmann und Meyerhof fiir inaktivierte Extrakte ermittelten 
Gleichgewicht PGS.—PBS., das bei 20° zu 71% PGS. gefunden wurde. 
Diese Ubereinstimmung diirfte in diesem Falle jedoch eine rein zufillige 
sein. In anderen Fallen ist dieses Verhaltnis bei weitem nicht erreicht. 

Ebenso wie am Muskelextrakt und Muskelbrei laé8t sich die 
PBS.-Bildung auch an durch Einfrieren gewonnenen Hamolysaten 
nachweisen. Auch hier ergibt sich, daB die PBS.-Umlagerung der 
Dephosphorylierung und Brenztraubensaéurebildung vorauseilt. Siehe 
nachstehenden Versuch. ° 

Versuch vom 18. Februar. Im Ansatz 60 cem Haimolysat, 20 cem Ringer, 
10 cem isosm. MgSO, mit der 170 mg Ba-Salz entsprechenden Menge PGS. 





Zeit Brenztraubensiure in mg/Ansatz | 


Brenztraubenséure 
aus PBS. 


Min. | Trichloressigsiure Schenck-Fillung 


60 1,34 3,03 1,69 
120 1,90 2,62 0,72 


Mit Riicksicht auf unsere seinerzeitigen Ergebnisse mit Nieren- 
gewebe, welche nur nach Zusatz von Adenylsaure ein positives Resultat 
ergeben hatten, haben wir auch mit dieser neuen Technik unsere Ver- 
suche wiederholt. War doch die Méglichkeit gegeben, daB durch den 
Nierenbrei wohl die Umlagerung in PBS. stattfindet, wahrend die nach 
Lohmann und Meyerhof an die Gegenwart des Co-Fermentsystems 
gebundene Spaltung in Phosphat und Brenztraubenséure nur nach 
Adenylsiurezusatz erfolgen konnte. Diese Annahme erwies sich als 
irrig, wie wir uns durch mehrere Versuche iiberzeugen konnten. Nur 
nach Zusatz von Adenylsdure zum Nierenbrei lieB sich auch die Bildung 
von PBS. nachweisen. 


In den Ansatzen je 5 g Nierenbrei, 15 cem Ringerlésung und die 100 mg 
Ba-Salz entsprechende Menge PGS. in 10 ccm isosm. MgSO,-Lésung. Im 
Versuch B auBerdem 5 mg Adenylsaéure. 1 Stunde Brutschrank, 37°. 





Brenztraubensiure in mg/Ansatz 





Brenztraubensiure 

Trichloressigsiure Hg Schenck-Fiallung aus PBS. 
Vemen Be igs oe ke 6 i] 
Versuch B. ... , 6 8,71 8,71 


Eine wesentliche Bestatigung und Kontrolle unserer bisher mit- 
geteilten Resultate und SchluBfolgerungen war von Versuchen zu 
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erwarten, in denen neben der Brenztraubenséure auch das anorganische 
Phosphat bestimmt wurde. War unsere Voraussetzung richtig, so muBte 
in den Schenck-Filtraten durchgehend ein héherer Phosphorsaurewert 
gefunden werden, das Plus an Phosphat muBte der mehrgefundenen 
Brenztraubensaure aquivalent sein. 


Eine Voraussetzung mubte allerdings fiir derartige Versuche zu- 
treffen, daB namlich im entsprechenden Kontroll-leerversuch die Phos- 
phorsaure bestimmung im Trichloressigsaurefiltrat zu identischen Werten 
fiihrt wie im Schenck-Filtrat. Diese Voraussetzung trifft nun nicht ohne 
weiteres zu. Bereits vor einer Reihe von Jahren konnten wir an Hand 
einer ausgedehnten Versuchsreihe den Befund erheben (8), daB_ bei 
Untersuchung von Vollblut in den Schenck-Filtraten iiberwiegend héhere 
Werte gefunden wurden als in Trichloressigsdurefiltraten. An Blut- 
hamolysaten haben wir den seinerzeit erhobenen Befund neuerlich 
bestatigen kénnen. Die Differenzen zugunsten der Schenck-Fallung 
betrugen hier bis zu rund 60°, der Trichloressigsaurewerte. 


Versuch vom 18. Februar. Blutkérperchenhdmolysat. Die 100 cem Voll- 
blut entsprechenden gewaschenen Erythrocyten durch Einfrieren hamoly- 
siert und nach Abschleudern der Stromata auf 100 cem aufgefiillt. Brut- 
schrank 37°. 





Zeit 


Min. Trichloressigsiure Schenck-Fillung abs. mg 


Anorganischer P in mg/Ansatz Differenzen 


0 1,553 2,57 1,017 65,49 
60 4,74 6,125 1,385 29 22 
120 5,861 6,667 0,806 13,13 
180 6,543 7,183 0.640 9,78 


Bei Mukeslextrakten und bei Muskelbreiansaétzen liegen die Ver- 
haltnisse nun insofern giinstiger, als man in der Regel eine hinlangliche 
Ubereinstimmung in den Werten der Schenck- und Trichloressigsaure- 
fallung feststellen kann. Die erhaltenen Differenzen liegen zweifellos 
innerhalb der Fehlergrenzen der kolorimetrischen Methodik. 


Versuch vom 6. Mdrz. Muskelbrei. 20 g¢ Muskelbrei, 75 cem Ringer, 
25cem MgSO,. Brutschrank 37°. 





Zeit der Anorganisches Phosphat in mg-9/o Differenzen 
Inkubation 7 . : : . : ts 


Min. Trichloressigsiiure Schenck-Fillung abs. 


0 14,43 14,51 + 0,08 + 0,55 
30 16,08 16,67 + 0,59 + 0,37 
60 22.00 21,65 — 0,35 — 0,16 

120 22,30 22,37 + 0,07 + 0,31 


26 * 
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Versuch vom 4. Februar. Muskelextrakt. 20 cem Extrakt, 5 cem Magne- 
siumsulfat. Brutschrank 37°. 





Zeit der | Anorganisches Phosphat in mg-°/, Differenzen 
Inkubation po — penne 6 ED | eee eS ee 
Min. | Trichloressigsdure  Schenck-Fallung abs. 0/9 
60 10,82 10,91 + 0,09 0,83 
120 11,65 11,71 + 0,06 0,52 
180 11,81 11,88 + 0,07 0,59 


Gelegentlich trifft man jedoch auch bei Leerkontrollen, namentlich 
bei Extrakten, recht betrachtliche Differenzen in den Phosphorwerten, 
welche das AusmaB der zulassigen Fehler bei weitem iiberschreiten. 
Wir geben im nachstehenden ein Beispiel dafiir. 

Versuch vom 19. Mdrz. Muskelextrakt. 25cem Extrakt, 10 ccm 
Magnesiumsulfat, 15 cem Ringer. Brutschrank 37°. 








Zeit der Anorganisches Phosphat in mg-°/9 Differenzen 
Inkubation . ——$$$_____——. ne ——— 
Min. Trichloressigséure | Schenck-Fallung abs. 97 
0 57,64 61,06 3,42 5,94 
30 62,70 67,74 5,04 8,04 
60 58,96 67,06 8,10 13,74 
120 63,50 65,58 2,08 3,28 


Interessant ist, daB gerade in diesem Versuch die Differenz eine 
betrachtliche Zunahme im Stundenwert zeigt, um dann wieder unter 
die im Nullwert gefundene herabzusinken. Worauf dieses Plus an organi- 
schem Phosphat in den Schenck-Filtraten zuriickzufithren ist, laBt sich 
vorlaufig nicht sagen. Die seinerzeit fiir das Blut gemachte Annahme, 
daB hier ein besonders saéureempfindlicher Ester vorliegt, ist wenig 
befriedigend. Weitere Untersuchungen miissen tiber diese Frage Auf- 
klarung schaffen. 

Aus diesem Grunde haben wir nur jene Versuche bilanzmaBig ver- 
wertet, in denen der Kontrollversuch einwandfrei itibereinstimmende 
Werte ergab. In derartigen Versuchen laBt sich nun tatsachlich zeigen, 
daB zwischen dem in den Schenck-Filtraten gefundenen Plus an Brenz- 
traubenséure und dem Mehr an anorganischem Phosphat das zu er- 
wartende Verhaltnis von 1:1 nahezu einwandfrei realisiert ist. Wir 
bringen als Beleg je einen Versuch mit Muskelextrakt und Muskelbrei. 

Versuch vom 27. Februar. Im Ansatz 20g Muskelbrei, 80 cem Ringer. 
20 cem isosm. MgSO, mit der 250 mg Ba-Salz entsprechenden Menge PGS. 
Brutschrank 37°. 





Anorganisches P in mg/Ansatz Differenz der Brenztraubensiure aus PBS. 


Zeit der = P-Werte 
Inkubation Trichior- gw a Schenck- aus der 
ae > —. Trichlor- gefunden P-Differenz 
Min. ers ‘ o essigsiure berechnet 
60 42,78 48.19 + 5,41 16,96 15.36 


120 44,45 47,91 + 2,46 5.47 6,98 
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Versuch vom 13. Februar. Im Ansatz 50 cem Extrakt, 25 cem Ringer, 
25 ccm isosm. MgSO, mit der 250 mg Ba-Salz entsprechenden Menge PGS. 
Brutschrank 37°. 





|| Anorganischer P in mg/Ansatz Ditferenz der  Brenztranbensiure aus PGS. 








Zeit der =| P-Werte ———— 
Inkubation Trichlor- Schenck- Schenck- aus der 
ancioat Py Trichlor- efunden P-Differenz 
Min. I — rouang essigsiure 2 ’ berechnet 
60 38,57 40,53 1,86 3,27 5,27 
120 47,06 50,63 3,57 11,39 10,13 
180 52,29 55,56 3,27 9,86 9,28 





Besonders instruktiv scheint uns ein Versuch, in welchem wahrend 
der Inkubation von 3 Stunden nicht die Spur einer Brenztraubensaure- 
bildung nachweisbar war, wahrend die Schenck-Filtrate eine betrachtliche 
Umwandlung der PGS. in PBS. nachweisen lieBen. Noch aus einem 
anderen Grunde scheint uns dieser Versuch bemerkenswert: Wir hatten 
in unseren bisherigen Untersuchungen stets eine Milchséurebildung aus 
zugesetzter PGS. vermiBt. Auch in den Versuchen in dieser Reihe 
konnten wir niemals eine Milchsaurebildung von nennenswertem Ausmah 
gegeniiber den Kontrollen feststellen. Der im folgenden mitgeteilte 
Versuch ist aus einer groBen Serie der einzige, in welchem eine Milch- 
saurebildung gréBeren Umfangs nachweisbar ist, die nach der als 
Brenztraubensaure bestimmten PBS. zweifellos durch Umsetzung dieser 
hervorgegangen sein muB. 


Versuch vom 31. Januar. Im Ansatz 20 g Muskelbrei, 75 cem Ringer, 
25cem isosm. MgSQO,-Losung mit der 250mg Ba-Salz entsprechenden 
Menge PGS. Brutschrank 37°. Versuchsdauer 3 Stunden. 





Anorganischer P in mg/Ansatz Brenztraubensiure in mg/Ansatz 


. Brenztrauben- 
Zeit der |—— aa ss 


sure aus der 


Entnahme Trichlor- Schenck- Trichlor- Schenck- P-Differenz 
Min. essigsiiure Fallung essigsiure Fallung berechnet 
0 13,40 13,72 — — ~ 
60 23,19 27,94 @ 11,38 13,48 
120 —- — 4 28,75 ~- 
180 32,0 39,03 6 19,70 19,96 


Milchsaéuremehrbildung gegeniiber der Kontrolle 9,l mg. Aus der 
Abnahme der Brenztraubensiure (bzw. Phosphobrenztraubenséure) von 
9,25 mg berechnet sich eine Milchsiuremehrbildung von 9,46 mg. 


Die bisher erhaltenen Ergebnisse erméglichen nun auch die Beant- 
wortung der Frage, inwieweit die seinerzeit beobachtete Vermehrung des 
leicht hydrolysierbaren Phosphats, die bei der Umsetzung der PGS. zu 
beobachten ist, auf das Auftreten der PBS. zu beziehen ist. Wie nach- 
stehender Versuch belegt, ist tatsaichlich ein Teil des gegeniiber den 
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Kontrollen vermehrten leicht abspaltbaren Phosphats auf die Um- 
lagerung der PGS. in PBS. zu_ beziehen. 


Muskelbrei. In den Ansitzen je 20g Muskelbrei, 75 ccm Ringer, 


25 ecm isosm. MgSQ,, im Zusatzversuch die 250 mg Ba-Salz entsprechende 


Menge PGS. Verarbeitung nach 60 Minuten. Brutschrank bei 37°. 





Leicht hydrolysierbares Phosphat 
(30 Min. Hydrolyse) 
i Brenztraubensiure 
Eines: Zusatzversuch aus PBS. 
versuch EH 4 


Trichloressigsiiure Schenck-Fiallung 
0,85 4,04 2,76 5,93 


Aus den Hydrolysewerten im Zusatzversuch zeigt sich, daB im 
Trichloressigsdurefiltrat der nach 30 Minuten Hydrolyse im offenen 
Réhrchen abspaltbare Phosphor um 1,28 mg héher ist als im Schenck- 
Filtrat. Da die der PBS. entsprechende Brenztraubenséuremenge 
im ‘Trichloressigsdurefiltrat wurde keine Brenztraubenséure nach- 
gewiesen — 5.93 mg betragt, die ihrerseits 2,089 mg Phosphor aquivalent 
sind, ware das Plus an in 30 Minuten hydrolysierbarem Phosphat im 
‘Lrichloressigsaurefiltrat rund 61°, der der PBS. entsprechenden Menge. 
Das wiirde, wenn man unsere abweichende Technik beriicksichtigt, mit 
der von Lohmann und Meyerhof mitgeteilten Hydrolysenkurve der 
PBS. hinlanglich iibereinstimmen. Der Versuch zeigt jedoch weiter, 
daB die Zunahme des leicht hydrolysierbaren Phosphats nur zum Teil 
durch das Auftreten der Phosphobrenztraubensaure gedeckt erscheint. 
Kin fast ebenso groBer Anteil muB auf die Bildung anderer, leicht 


spaltbarer Phosphorsaéureester bezogen werden. 


Zusammenfassung. 


1. Die von Lohmann und Meyerhof nachgewiesene Tatsache, dal 
Phosphobrenztraubenséure durch die katalytische Einwirkung von 
Quecksilbersalzen in Brenztraubenséure und anorganisches Phosphat 
zerfallt, gibt die Méglichkeit, Phosphobrenztraubensdure neben Brenz- 
traubensaure zu bestimmen. Praktisch laBt sich die Bestimmung durch- 
fiihren, wenn man die Brenztraubenséure in Trichloressigséure- und 
Schenck-Filtraten nebeneinander bestimmt. 


2. Mit dieser Methodik an frischen Muskelextrakten, frischem 
Muskelbrei und Hamolysaten menschlicher Erythrocyten durchgefihrte 
Untersuchungen ergaben, daB in der Regel die Umlagerung der Phospho- 
glycerinsaure in Phosphobrenztraubensdéure in relativ kurzer Zeit 
oft schon nach 30 Minuten — ihr Maximum erreicht hat, wahrend die 
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Brenztraubensaéurebildung mit wesentlich geringerer Geschwindigkeit 
verlauft. 

3. In Bilanzversuchen, welche die Phosphorsiure- und Brenz- 
traubensaurebildung in Trichloressigsiure- und Schenck-Filtraten ver- 
folgten, ergab sich, der Voraussetzung entsprechend, daB das in den 
Schenck-Filtraten gefundene Plus an anorganischem Phosphat mit dem 
in diesen Filtraten aufgewiesenen Mehr an Brenztraubenséure eine 
befriedigende Ubereinstimmung aufweist. 


4. Hydrolyseversuche nach Lohmann neben gleichzeitiger Be- 
stimmung der Phosphobrenztraubensaure ergeben, daB nur ein Teil 


der bei der Umsetzung der Phosphoglycerinsaure beobachteten Ver- 
mehrung des leicht hydrolysierbaren Phosphats auf das Auftreten der 
Phosphobrenztraubensaure zu beziehen ist 
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Nebennierenrinde und Fettresorption. 
Von 
F. Verz4r und L. Laszt. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat in Basel ?.) 





(Eingegangen am 8, Mai 1935.) 


Vor kurzem haben wir dariiber berichtet, daB nach Exstirpation der 
Nebennieren die Resorption von Fett sehr stark, nach 6 Stunden fast 
vollstandig gehemmt ist®. Dasselbe hatten wir vorher schon bei Ver- 
giftung mit Monojodessigsaure und Phlorrhizin beobachtet*. 

Erfahrungen iiber die Wirkung der Nebennieren auf den Kohlen- 
hydratstoffwechsel der Muskeln hatten uns zu der Uberzeugung gefiihrt, 
daB es die Rinde ist, deren Mangel die Stérung der selektiven Glucose- 
resorption bedingt. Deshalb wurde schon friiher untersucht und auch 
gezeigt*, daB das Rindenhormon (Eucorton) die selektive Glucose- 
resorption bei den nebennierenlosen Tieren wieder herstellt. Wir be- 
trachten die Rinde fiir ein die Phosphorylierungen beeinflussendes 
Organ, und nachdem auch die Fettsynthese ein Phosphorylierungs- 
prozeB ist, so lag die Frage nahe, ob auch die Fettresorption durch 
Eucorton wiederhergestellt werden kann. Wir berichten hier iiber 
unsere diesbeziiglichen Versuche. 

Methodisch gingen wir ebenso vor wie in der vorigen Arbeit: 24 Stunden 
hungernde Ratten; Fiitterung mit Magensonde; 3ccm Oliven6él; Tétung 
nach 6 Stunden; Analyse des Darminhalts. 


Versuche. 





Zum Vergleich bringen wir vier Versuche an nebennierenlosen 
Ratten (Tabelle I). Diese zeigen wieder, daB 4 Tage nach Nebennieren- 
exstirpation, innerhalb 6 Stunden, fast kein Fett resorbiert wird. Bei 
normalen Tieren ist zur selben Zeit bereits 1 bis 1,5 g Fett resorbiert?. 


ih 


Die nachsten sechs Versuche (Tabelle Il) zeigen dann die Resorption 
bei Tieren, welchen vor dem Resorptionsversuch Eucorton subcutan 
injiziert wurde. 

Am Abend vor dem Resorptionsversuch (14 Stunden vorher) wurden 1,7 
bis 2,0cem (d.h. 1% des K6rpergewichts) und ebensoviel am nachsten 





' Die Resultate dieser Versuche wurden am 19. Januar 1935 in der 
Sitzung der Freien Vereinigung Schweizer Physiologen vorgetragen. Siehe 
Schweiz. med. Wochenschr. 1935. — ? F. Verzar u. L. Laszt, diese Zeitschr. 
276, 11, 1935. — * Dieselben, ebenda 270, 35, 1934; 276. 1, 1935. — 4 W. Wil- 
brandt u. L. Lenqyel, ebenda 267, 204, 1933. 


be- 
ndes 
ngs- 
arch 
ber 


iden 
bung 


ypsen 
ren- 

Bei 
ts. 
tion 
itan 


¢ 1,7 


sten 


der 
iehe 
schr. 


Wil- 


Nebennierenrinde und Fettresorption. 


Tabelle I. Nebennierenlose Tiere. Normalversuch. 





ERE 

eas ties = Dauer der _ Zurtickerhalten Zuriick- Reeastiecs 
own ht Eingeg. Resorp- erhalten a 
des Tieres Olivenol tion Magen Darm _ insgesamt 


g Std. g £g g g 
155 6 0,894 1,351 2,245 - - 
175 6 0,575 1,798 2,373 0,132 5,3 
160 6 0,406 1,468 1,874 0,293 13,9* 
180 jolt 6 0,796 1,359 2,155 0,060 yy 


* Bei der Analyse etwas verloren gegangen, deshalb Resorption scheinbar zu hoch. 


Tabelle II. Nebennierenlose Tiere mit Eucorton. 





Zuriick- 
erhalten , 
Resorbiert 


Eingeg. 


Olivendol 


Eucortondosis 


des Tieres 
Zuriick- 
erhalten 

insgesamt 


Resorption 


Gewicht 
Dauer der 


Magen Darm 


& £ 


gg 
2 
4 


a 


_ 
=~! 
) 


2.524 0,348 | 0,420 0,768 1, 69,5 Am 28. XI. 21500’ 1,7cem subeut. 
@ AL. € 1,7 . e 
. 29.XI. 9 30 bis 15530 
Resorption 
29. XI. 11530’ 1,7 cem 
intr. perit. 
0,570 | 1,267 1,837 0,683 27,1 | Wie Versuch Nr. 4 
0,085 0,452 0,537 1,858 77,6 
0,756 0,486 1,242 0,951 43,4 - 


0,285 0,876 1,161 1,066 47,8 | Am 25. II. 21500' 2 cem s \beutan 
me. 8 OC 2.x < 
. 26.11.10 00 bis 1600 
Resorption 
. 26.11. 11590' 2 eem 
intr. perit. 


20° 180 2,192 6 0,940 0,296 1,236 0,956 43,6 Wie Versuch Nr. 19 


_ 
P) 


Morgen 1 Stunde vor dem Resorptionsversuch und noch einmal ebensoviel 
] Stunde nach Anfang des Resorptionsversuchs gegeben. 

Alle sechs Tiere haben wesentliche Mengen von Fett resorbiert, 
0,7 bis 1,8 g, d. h. 27 bis 77°% der ganzen gefiitterten Menge. Es gelingt 
also mit Eucorton die mangelnde Fettresorption nebennierenloser 
Ratten wieder vollkommen herzustellen. Die Wirkung ist dieselbe wie 
beziiglich der selektiven Glucoseresorption, die ebenfalls mit Eucorton 
wieder hergestellt wurde. 


Es war von Interesse, zu untersuchen, ob auch ,andere spezifische 
Bestandteile der Nebenniere einen Einfluf& haben. Wir haben deshalb 


auch noch Resorptionsversuche an nebennierenlosen Tieren gemacht, 
welchen Adrenalin eingegeben wurde. Die nachsten vier Versuche der 
Tabelle III zeigen, daB dabei keine nennenswerte Fettmenge resorbiert 
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worden ist. Ferner wurde eine Serie von Versuchen auch so gemacht, 
daB auBer Adrenalin noch Ascorbinséure gegeben wurde, welche be- 
kanntlich in den Nebennieren in gréBeren Mengen vorkommt. Auch in 
diesen drei Fallen erfolgte keine Fettresorption. SchlieBlich hatten auch 
Versuche an nebennierenlosen Tieren, die nur Ascorbinsaure erhielten, 
keine Verbesserung der Fettresorption zur Folge. Diese letzteren drei 
Versuchsreihen zeigen also an elf nebennierenexstirpierten Tieren den- 
selben Mangel der Fettresorption wie die vier Kontrolltiere der ersten 
Versuchsreihe, die keinerlei Injektion erhalten hatten. 

Die geringen Mengen von 0,2 b's 0,3 g, die in den Versuchen 8, 15 
und 16 fehlen, kénnen durch Schwierigkeiten im Auswaschen, eventuell 
auch durch eine geringe Resorption durch das Vorhandensein von accesso - 
rischen Nebennieren bedingt sein. 


Disk ussion. 


Das Resultat dieser Untersuchungen ist eindeutig. Die nach 
Nebennierenexstirpation bei Ratten so gut wie vollstandig fehlende 
Fettresorption wird durch das Hormon der Nebennierenrinde voll- 
kommen wiederhergestellt. Im Zusammenhang mit den Erfahrungen 
beim Kohlenhydratstoffwechsel ist es walrscheinlich, da die Ursache 
fir den Ausfall der Fettresorption Stérungen von Phosphorylierungs- 
vorgiingen sind. Nachdem bei der Resynthese der Fette eine Phosphory- 
lierung eine groBe Rolle spielt! und wahrscheinlich alle Fettséure tiber 
ein Phosphorlipoid zu Neutralfett wird, ist die Annahme berechtigt, 
daB eine Stérung dieser Synthese nach der Nebennierenexstirpation 
entsteht. Wenn aber die Synthese der Fettsduren zu Neutralfett in den 
Epithelzellen des Darmes aufhért, dann werden die Fettsauren nur sehr 
langsam resorbiert. Nach 6 Stunden fehlt bei der chemischen Analyse 
noch fast nichts. Histologische Untersuchungen der Darme, iiber die 
wir an anderer Stelle ausfiihrlich berichten, zeigen deutlich, daB die in 
das Epithel eindiffundierenden geringen Mengen von Lipoiden Fett- 
sduren sind. 

Wie der eine von uns an anderer Stelle ausfiihrt?, hat die Rolle der 
Nebennierenrinde fiir die Resorption von Fett auch eine klinische Bedeutung. 

Resorptionssté1ungen sind bei 1. Addisonii bekannt und werden 
nun auf die Rindenerkrankung zuriickzufiihren sein; ebenso bei experi- 
mentellem Mangel an Vitamin B,, welcher mit Hypertrophie der Rinde 
verbunden ist®, und bei der mit diesem nahe verwandten Sprue und 

1 F. Verzar u. L. Laszt, diese Zeitschr. 270, 24, 35, 1934; 276, 1, 1935: 
H. Stiillmannu. W. Wilbrand:, ebenda 270, 52, 1934. — 2 F. Verzar, Schweiz 
med. Wochenschr. 1935. — *° F. Verzar u. F. Péter, Pfliigers Arch. 206, 
659, 1924. . 
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Pellagra, bei welchem pathologisch-anatomische Veranderungen der 
Nebennierenrinde wiederholt festgestellt wurden. Es ist méglich, dab 
durch diese Erkenntnisse eine hormonale Beeinflussung von Resorptions- 
st6rungen méglich wird. 

Zusammenfassung. 

1. Die nach Nebennierenexstirpation bei Ratten fehlende Resorp- 
tion yon Fett wird durch das Hormon der Nebennierenrinde wieder 
vollkommen hergestellt. 

2. Das wird damit erklirt, daB die Nebennierenrinde Phosphory- 
lierungen beeinfluBt. Fehlt die Rinde, dann wird die iiber Phosphatide 
verlaufende Resynthese der Fettsiuren zu Neutralfett nicht ablaufen. 
Rindenhormon (Eucorton) stellt diese wieder her. 


3. Adrenalin und Ascorbinséure haben keinen EinfluB. 
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Nachweis der Bildung von Phosphorsaure-estern in der Darm- 
schleimhaut bei der Resorption von Zuckern und Glycerin. 
Von 
L. Laszt und H. Siillmann. 

(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat in Basel). 
(Eingegangen am 8, Mai 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In der letzten Zeit wurde in mehreren Arbeiten dieses Instituts die 
Mitwirkung von Phosphorylierungsvorgingen bei der Resorption ge- 
wisser Zucker und von Fetten aufgedeckt. Die gegeniiber anderen 
Zuckern bevorzugte Resorption einiger Hexosen (Glucose, Galaktose, 
auch Fructose) wurde so erklart!, daB diese beschleunigt resorbierten 
Zucker in der Darmschleimhaut einem Umbau unterliegen, etwa 
phosphoryliert werden?, und daB durch diesen Umbau des in die Zelle 


aufgenommenen Zuckermolekiils fiir den im Darmlumen sich befindenden 
unveranderten Zucker ein steiles Konzentrationsgefille erhalten bleibt. 
Die Annahme der Phosphorsdureesterbildung wurde in der Folge durch 
mehrere Arbeiten® weitgehend gestiitzt. Besonders spricht die Resorp- 
tionshemmung der selektiv aufgenommenen Hexosen durch Monojod- 
essigsaure 4 und durch Phlorrhizin ° fiir die Teilnahme eines Phosphory- 
lierungsprozesses in der Darmwand bei der selektiven Resorption. In 
aihnlicher Weise konnte auch fiir die Fettresorption die Mitwirkung 
eines Phosphorylierungsprozesses (intermediire Bildung von Phospha- 
tiden ®) wahrscheinlich gemacht werden’. SchlieBlich wurde gezeigt®, 
da8 Darmschleimhautextrakte die Fihigkeit haben, bei Gegenwart 
derjenigen Hexosen, die selektiv rasch resorbiert werden, anorganisches 
Phosphat teilweise zum Verschwinden zu bringen. 

Nachdem also die Verkniipfung der Resorption einiger Kohlen- 
hydrate und von Fetten mit Phosphorylierungsprozessen als sehr 
wahrscheinlich erwiesen worden ist, blieb ein direkter Nachweis dafiir 


1 F. Verzdr, Ergebn. d. Physiol. 32, 462, 1931. 2 H. E. Magee u. 
E. Reid, J. of Physiol. 73, 181, 1931. 3 W. Wilbrandt u. L. Laszt, diese 
Zeitschr. 259, 398, 1933; W. Wilbrandt u. L. Lengyel, ebenda 267, 204, 
1933; E. Lundsgaard, ebenda 264, 209, 221, 1933; BE. Wertheimer, Pfliigers 
Arch. 228, 514, 1934; F. Verzar, diese Zeitschr. 276, 17, 1935; F. Verzdr u. 
L. Laszxt, ebenda 276, 28, 1935. 1 W. Wilbrandt u. L. Last, 1. ¢. 
5 BE. Lundsgaard, |. c.; BE. Wertheimer, 1. ¢. 6 F. Verzar u. L. Laszt, diese 
Zeitschr. 270, 35, 1934; 276, 1, 11, 1935. — 7 J. Sinclair, J. of biol. Chem. 
S2, 117, 1929; H. Sillmann u. W. Wilbrandt, diese Zeitschr. 270, 52, 1934. 
— § L, Laszt, ebenda 276, 44, 1935. 
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noch zu fiihren. Auf Anregung von Prof. Dr. F. Verzdr wurde deshalb 
in der vorliegenden Arbeit die Untersuchung des Phosphatstoffwechsels 
der Darmschleimhaut bei der Resorption verschiedener Zucker und von 
Glycerin bzw. Fett in Angriff genommen. Werden Zucker-Phosphor- 
sdureester gebildet, so ist zu erwarten, daB sich das in einer Verainderung 
des organisch gebundenen Phosphats der Darmschleimhaut zeigt. Das 
organische Phosphat kann dabei sowohl quantitativ als auch qualitativ 
eine Anderung erfahren (Bildung von Hexose- oder anderen Phosphor- 
siureestern auf Kosten anorganischen Phosphats; Ubergang der Phos- 
phorsiure von einem organischen Rest auf einen anderen). Hierzu 
haben wir das séurelésliche Phosphat der Darmschleimhaut von Ratten 
untersucht ; mit Ausnahme des in Phosphatiden und EiweiB vorhandenen 
Phosphors wird damit der gesamte anorganische und organische Phosphor 
in der Schleimhaut erfaBt. (Cber Veranderungen des Lipoidphosphors 
bei der Fettresorption liegen die bereits erwahnten Untersuchungen 
vor!.) In erster Linie wurde die Veréinderung beriicksichtigt, die das 
siurelésliche organische Phosphat bei der Resorption erfahrt. Weiterhin 
wurde durch Saéurehydrolyse eine Aufteilung des organischen Phosphats 
in Fraktionen verschieden leichter Spaltbarkeit durchgefiihrt, um einen 
Einblick in die Natur der in der Schleimhaut enthaltenen oder der beim 
tesorptionsvorgang vielleicht neu entstehenden organischen Phosphat- 
verbindungen zu erhalten. 

Das Ausma8 der wihrend der Resorption in der Darmschleimhaut ver- 
mutlich vor sich gehenden Phosphorylierungen vollstandig zu erfassen, kann 
bei unserer Versuchsanordnung aus mehreren Griinden nicht erwartet 
werden. Die Schleimhaut wird zu einem Zeitpunkt gewonnen, an dem die 
Resorption der eingegebenen Substanz bereits teilweise abgelaufen ist; es 
wird also der Phosphatstoffwechsel analysiert, wie er an einem mehr oder 
weniger zufalligen Zeitpunkt der Resorption vorliegt. Ferner kénnen neu 
gebildete Phosphorylierungsprodukte zum groBen Teil schon durch Blut 


oder’ Lymphe abtransportiert oder wieder gespalten bzw. weiter umgewandelt 
worden sein und sich so der Feststellung in der Schleimhaut entziehen. 


Methodik. 


Die Versuche wurden an méglichst gleich alten, 130 bis 160 g schweren 
Ratten durchgefiihrt, die vor Versuchsbeginn 24 Stunden gehungert hatten. 
Mittels Magensonde wurden den Tieren 5 ccm einer blutisotonischen Lésung 
der Substanz, deren Einflu8 auf den Phosphatstoffwechsel der Darm- 
schleimhaut untersucht werden sollte, eingegeben. 45 Minuten danach wurden 
die Tiere durch Nackenschlag getétet, der herausgenommene Darm mit 
Ringerlésung durchgespiilt und der Diinndarm in der Langsrichtung auf- 
geschnitten. Mit einem Objekttrager wird die Schleimhaut abgekratzt. 
Auf diese Weise wurden etwa 1,5 bis 2,5 g Schleimhaut erhalten. Die ge- 
wonnene Schleimhaut wurde bis auf einen kleinen Anteil, der zur Be- 


1 J. Sinclair, l.c.; H. Stillmann u. W. Wilbrandt, |. ¢. 
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stimmung der Trockensubstanz diente, sofort in gewogene Koélbchen, die 
mit 15cem einer 15% igen Trichloressigsiure beschickt waren, iiberfiihrt. 
(In Vorversuchen stellten wir fest, da8 bei 30 Minuten langem Stehen der 
abgeschabten Schleimhaut bereits iiber die Halfte des in der Schleimhaut 
vorhandenen organischen Phosphats gespalten war.) K6élbchen + Inhalt 
wurden gewogen, mit Wasser bis zur Marke (50 cem) aufgefiillt und nach 
dem Umschiitteln '/, Stunde in Eiswasser gestellt. Hiernach wurde filtriert. 
Die Phosphatbestimmungen erfolgten in je 2cem des Filtrats nach der 
Methode von Fiske und Subbarow!. Es wurden bestimmt: 1. das ,,direkt 
bestimmbare Phosphat** (anorganischer P + P der Kreatinphosphorsaure), 
2. Gesamtphosphat nach Veraschung des Filtratanteils mit H,SO,-HNO, 
(die Differenz von 1. und 2. ergibt den gesamten organischen P, minus dem 
eventuell als Kreatinphosphorsiure vorhandenen P), 3. bis 6. das nach 
7, 30, 60 und 180 Minuten durch n HCI bei 100° hydrolysierbare Phosphat. 
Die Hydrolysen wurden nach Lohmann? in zugeschmolzenen Reagens- 
glischen im kochenden Wasserbad vorgenommen. Zur Kolorimetrie wurde 
das Stufenphotometer benutzt, das die genaue Erfassung auch kleinerer 
Differenzen im Phosphatgehalt der Lésungen gestattet. In einigen Ver- 
suchen, die der Orientierung iiber den Kreatinphosphorsaéuregehalt der 
Schleimhaut dienten, wurde die Kreatinphosphorsaéure durch zeitliche Ver- 
folgung der Farbentwicklung (Zggleton und Eggleton*) im Trichloressigsaure- 
extrakt, der mit einem Gemisch von Ammonmolybdat + Reduktionsmittel 
versetzt wurde, bestimmt. Die Bestimmung der Schleimhauttrocken- 
substanz geschah im Wassertrockenschrank bei annaihernd 100° und Trock- 
nung bis zur Gewichtskonstanz. Die Trockensubstanz betrug in den Ver- 
suchen 18 bis 21% der frischen Schleimhaut. Die Angaben tiber den 
Phosphatgehalt der Schleimhaut in den folgenden Tabellen sind auf Trocken- 
substanz bezogen. 

Die Versuche wurden in etwa 30 Reihen zu je drei Tieren durchgefiihrt. 
Die einzelnen Tiere einer Reihe wurden in der Regel mit verschiedenen 
Substanzen gefiittert (z. B. erhielt Tier Nr. 1 NaCl, Nr. 2 Xylose, Nr. 3 
Glucose), um exakte Vergleichsbedingungen zu erhalten. Abweichungen 
von der angegebenen Versuchsanstellung (Hungerdauer, Fiitterung usw.) 
sind in den Tabellen besonders verzeichnet. 


Versuche. 

Als Vergleichsversuche fiir die Untersuchung des Einflusses det 
Kohlenhydrat- bzw. Glycerinresorption auf den Phosphatstoffwechsel 
der Darmschleimhaut dienen Versuche, in denen die Tiere entweder 
24 bis 48 Stunden hungerten oder aber mit isotonischer Kochsalz- 
lésung gefiittert worden waren. 


In Tabelle I sind die Ergebnisse von vier Hungertieren und in 
Tabelle II diejenigen von sechs mit NaCl gefiitterten Ratten aufgefihrt. 
Die beiden Tabellen seien zusammenfassend besprochen. Aus diesen 
Versuchen geht schon hervor, daB der Gesamtphosphatgehalt in der 


1 Fiske u. Subbarow, J. of biol. Chem. 66, 375, 1925. — ? K. Lohmann, 
diese Zeitschr. 194, 306, 1928. — % Ph. Eggleton u. G. P. Eggleton, J. of 
Physiol. 68, 155, 1927; 65, 15, 1928; 68, 193, 1929. 
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Tabelle 1. Hungertiere. 





Direkt be- Nach 


“ Haan eel ' 7 Min. hy- 
s — eee Gesamt-P Organ, P Organ. P.100 grolysier- 


Ratten- 


gewicht Bemerkungen 


Gesamt-P barer P 
g mg-9/ 9 mg-?/ mg-°/9 mg-9/5 


154 313 354,5 41.5 : - 24h gehungert 

160 191 231,5 , 405 if 21,1 | 24h gehungert 

130 217 276,0 59.0 21,4 — 48h gehungert 

150 45,5 ; — 48h gehungert 
Mittel: 230,7 | 277, 46,7 


Tabelle II. Kochs:s 





| 
| 
| 
| 


Ratten- Direkt : 

Ver- ge- be- Ge- Organ. 

such = wieht Stimm- samt-P $ 
barer P 


Organ. P. 100 
Gesamt-P 
vach 60 Min. 


g mg-°/) mg-? mg-9'5 


154 | 177.0 230.0. 53 
130 || 222, 257,5| 35,4 3,8 16.9 | 29:7 
130 174,2 | 248.0 73.8 - - 
130 260.0 | 307.9 47.9 
135 231,0 | 274.0 43,0 5, — 
150 | 241,5 | 279.0; 37.5 3, ty 16,3 19.5 
Mittel: 217.6 266.0} 48.5 


Darmschleimhaut ziemlich schwankend ist; er liegt zwischen 230 und 
354 mg-°, P (bezogen auf Trockensubstanz) und betragt im Mittel 
dieser neun Versuche 275 mg-%, ein Wert, der auch in allen weiteren 
Versuchen ahnlich liegt. Das gesamte organische Phosphat in der 
Schleimhaut zeigt bei Hungertieren und mit Kochsalz gefiitterten Tieren 
Werte von nahezu 50 mg-°% im Durchschnitt. Der niedrigste Wert fiir 
organischen P wurde in Versuch 65 (Tabelle II) mit 35, der héchste in 
Versuch 70 mit 74 mg-°% erhalten. Ein Vergleich der Zahlen dieser 
beiden Tabellen (womit auch die Ergebnisse der weiteren Versuche, in 
denen wir keine Veriinderung des organischen Phosphats in der Schleim- 
haut fanden, so nach Xylose-, Arabinose- und Mannoseresorption, ver- 
glichen werden kénnen) zeigt jedoch, daB der in diesem letzten Versuch 
fiir organischen P erhaltene hohe Wert aus dem Rahmen der tibrigen 
Werte fallt. Das wird auch durch die Zahlen der niachsten Spalte 
deutlich, die den prozentualen Anteil des organischen Phosphats an 
Gesamtphosphat wiedergeben. Dieser Anteil betragt im Durchschnitt 
17°, und iiberschreitet die Grenze von 20°% kaum. Versuch 70 dagegen 
zeigt den hohen Wert von 29,4°%. Als Vergleichswert fiir organisches 
Phosphat kénnen wir mithin den in diesen Versuchen ermittelten 
Durchschnittswert von 50 mg-°% zugrunde legen. 
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1/, bis '/, des organischen Phosphats ist nach 7 Minuten langer 
Hydrolyse in n-Saéure bereits gespalten, also leicht hydrolysierbar 
(7. Spalte der Tabellen). In allen Versuchen (30, 65, 79), in denen auch 
Hydrolysen von 3 Stunden Dauer durchgefiihrt wurden, ist nach dieser 
Zeit das gesamte organische Phosphat bereits gespalten, somit also ein 
, 8chwer hydrolysierbarer“ Rest nicht nachweisbar. 

Die nach Glucoseresorption erhaltenen Resultate sind in Tabelle II 
wiedergegeben. In allen Versuchen erhielten wir einen bedeutenden 
Anstieg des organischen Phosphats, im Mittel um das Doppelte der bei 
Hungertieren bzw. nach Kochsalzfiitterung festgestellten Werte. Der 
héchste Wert von 137 mg-% P (Versuch 63) betragt nahezu das Drei- 
fache der obigen Vergleichswerte. Aber auch die niedrigsten Zahlen 
liegen noch oberhalb der héchsten Vergleichszahlen. Durchschnittlich 
hat in diesen Versuchen das organische Phosphat am Gesamtphosphat 
einen Anteil von 32°%. Wahrend also in den Vergleichsversuchen der 
Tabellen I und II héchstens '/; des Gesamtphosphats als organisches 
Phosphat vorliegt, betragt in den Versuchen nach Glucosefiitterung 
das organische Phosphat rund !/, des Gesamtphosphats. 


Tabelle III. Glucose. 





Direkt 

t ~ 

— be- Ge- Organ. 
stimm- samt-P P 

barer P 


Nach 30 Min. 
hydrolysier- 
barer P 
Nach 60 Min. 
hydrolysier- 
barer P 
|| 3 Nach 180 Min. 
|| 98 hydrolysier- 
barer P 
Schwer 
hydrolysier- 
barer P 


Gesamt-P 


mg-°/9 | mg-/9 | mg-9/9 


~ 
= 
\| 0 
}os 
=) 
o 
~ 
s 


150 | 324,0' 431 '107 24,8 

140 | 226.1 350 (123.9 | 35,4 

149 || 180,5 | 258,5 78,0 30,1 37,6 - _ 78,0 
135 | 198,8 | 278.1 79,3 | 28,5 | 36,7 - ‘4 
150 | 203,0 | 287.8; 84,8 | 29: 36,5 59,0 
140 | 189,0 269.0!) 80.0 29,8 20,8 66,8 
150 | 171,0 | 308 (137,0 44,2 26,8 | 53 60 78,5 
150 | 156,5 | 234,5; 78,0 | 32,¢ 38.0 58,0 62,5 78,0 





Mitel: 206.1 | 3021 96,0 | 31,8 | 34,05 55.5 | 61,25] 76,5 

Etwa !/, des in der Fraktion ,,organisches Phosphat* enthaltenen P 
erscheint auch hier als leicht hydrolysierbar; nach dreistiindiger 
Hydrolyse sind in diesen Versuchen jedoch erst etwa 4/, des gesamten 
organischen Phopshats als anorganisches Phopshat vorhanden. Es 
bleibt also (mit Ausnahme von Versuch 22 und 97) ein Rest schwer 
hydrolysierbarer Phosphorsaureester. (Eine eingehendere Besprechung 
der Hydrolysenzahlen findet bei der Darstellung der Hydrolysen- 
kurven statt.) 

Bei den in der nachsten Tabelle IV aufgefiihrten Versuchen nach 
Fructoseresorption ist ebenfalls eine bedeutende Erhéhung des organi- 
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schen Phosphats (auf durchschnittlich tiber das Doppelte) festzustellen ; 
37,5°% des Gesamtphosphats liegen als organisches Phosphat vor. Das 
leicht hydrolysierbare Phopshat hat etwa entsprechend dem Anstieg 
des gesamten organischen Phosphats zugenommen; es bildet fast die 
Halfte des organischen P. Zum Unterschied der mit Glucose erhaltenen 
Ergebnisse ist in diesen Versuchen bereits nach 60 Minuten langer 


Tabelle IV. Fructose. 








= st |ae | Se 
Ratten- Direkt sal, aa aa rie 
. nil ge e- Ge-_ | Organ.) pa, = RSS Sos SEE 
ersucn  vieht | Stimm- | samt-P r = 253  si2 sks 
barer P é\¢ 25 3) | ab” 

& Zz Za Za 

y E / i 
Nr. g mg-°/, mg-9/9 mg-°/5 = mg-9/) mg-°/o | mg-°/o mg-9/9 mg-9/; 


81 135 155,5 | 257,5 | 102,0 | 39,6 | 47,5 87.7 91,7 | 102,5 0 
82 135 200.5 303.0 102.5 33.8 oa sa _— _— 
84 150 166,5 | 288,0 | 121.5 42,2 | 58,0 | 111,5 | 121,5 | 121,5 0 
85 140 180,2 | 276,0| 95,8; 34,7 | 47,9 95.8! 95,8) 95,8 0 


“Mittel: || 175.7 | 281.6 | 105.9! 37.6 | 51.1 | 98.3] 103.0 


Hydrolyse, in einem Versuch (81) nach dreistiindiger Hydrolyse das 
organische Phosphat vollsténdig gespalten. Nach Fructoseresorption 
fanden wir also keinen schwer hydrolysierbaren Esteranteil. Wechselnder 
als mit Glucose und Fructose sind die mit Galaktose erhaltenen Ergeb- 
nisse. Von den elf in Tabelle V aufgefiihrten Versuchen zeigen vier 
Versuche (74, 80, 86, 87) keine Erhéhung des organischen Phosphats 
nach Galaktoseresorption; in den anderen sieben Versuchen ist eine 
solche deutlich zu sehen, wenn auch nicht in demselben AusmafBe wie 
bei Glucose und Fructose. Um einen Durchschnittswert der Zunahme 
organischen Phosphats zu erhalten, werden nur diese letzteren Versuche 
(in der Tabelle mit * bezeichnet) herangezogen. Im Mittel dieser sieben 
Versuche werden 74,2 mg-°%% organischer P in der Schleimhaut nach 
Galaktoseresorption gefunden, was einem Anteil am Gesamt-P von 
26,4°% entspricht. In den beiden letzten Versuchen der Tabelle wurde 
den Tieren eine 7%ige (statt der sonst verwendeten blutisotonischen 
5,4°% igen) Galaktoselésung gegeben, da wir vermuten konnten, dab in 
den Versuchen, in denen keine Erhéhung des organischen Phosphats 
gefunden wurde, die eingegebene Galaktosemenge bereits vor Beendigung 
des Versuchs villig resorbiert war. In diesen beiden Versuchen wurden 
dann auch Werte fiir das organische Phosphat erhalten, die etwas tiber 
dem Durchschnittswert liegen. Ein schwer hydrolysierbarer Rest wurde 
nur in einem Versuch (Nr. 77) gefunden, wahrend in vier anderen 
Versuchen die Aufspaltung nach 3 Stunden bereits vollstandig war. 

Ganz andere Resultate erhielten wir dagegen bei den folgenden 
nicht selektiv resorbaren Zuckern. Nach der Resorption von Mannose 
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Tabelle VI. Mannose. 















Ver Batter Direkt Nach 7 Min. 
oT~ avven~ bestimm- — Organ. P.100  hydrolysier- 
whe eset serie Gesamt-P Organ. P gan. :. hydrolysier 
such Rewicht barer P ‘ ’ Gesamt-P barer P 
Nr. g mg-° 9 mg-9/5 mg-°/> mg-9/9 























203 258 55,0 21,3 28,8 





140 







54 130 183.8 234,2 50,4 21,5 - 

58 130 170.5 210,0 39,5 18,8 18,5 
60 135 178 227,9 49,9 219 — 

67 - 135 242 286 44,0 15,4 










197,5 239.0 41,5 17,3 ns 


242,5 46.9 19,2 


130 
Mittel: 
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Tabelle VII. 
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Ratten- Direkt Sc =e. tin 
" Je. ‘ a S Pm Fhe 
Versuch ge- be Ge > = ne E poy-3 =s ba 
‘ wicht stimm- samt-} I sla SES sha 
barer P 21% =E 2B 

Lid Am Aa 
6 mg-/, | mg-% 


Nr. g mg-°/» mg:9/, mg-°/» 





































| 135 272,4 | 325,2 42,8 13,2 2, 

36 160 263 319,5 56.5 tse 20,5 — 

39 || 140 231,6 | 313,8 82,2 26,2 30,4 80,4 1,8 
40 145 208 266 58,0 21,8 18,5 54 4,0 
43 135 167,6 | 235 | 67,4 28,6 17,4 67 0 

45 140 192,1 249 56.9 22,8 — — 

46 135 209.5 | 236,6 27,1 11,4 11,0 oo - 

57 130 249.2  306,6 57.3 | 18.7 27,0 — — 

Mittel: | 2242 | 281,4 57,2 20,3 | 21,0 


suche betrigt der Anteil organischen Phosphats 20,3° des Gesamt- 
phosphats. Rund !/, hiervon ist leicht hydrolysierbar. Nach drei- 
stiindiger Hydrolysendauer ist in zwei Versuchen (33 und 43) alles 
gespalten, in zwei anderen Versuchen (39 und 40) bleibt ein ganz 
geringer schwer hydrolysierbarer Anteil. Vergleicht man die mit Sor- 
bose erhaltenen Ergebnisse mit denjenigen von Mannose, bei deren 
Resorption wir eindeutig keine Zunahme des organischen P fanden, 
so entsteht der Eindruck, daB in beschrinktem Ausmafe auch bei der 
Resorption der Sorbose Phosphorylierungsvorgange, die mit einer ge- 
ringen Erhéhung des organischen Phosphats verbunden sind, stattfinden. 





Von den Pentosen wurden Xylose und Arabinose untersucht. Bei 
den acht Versuchen mit Xylose (Tabelle VIII) wurden im Durchschnitt 
42.6 mg-% organischer P gefunden, was 16°% des Gesamtphosphats 
entspricht. Lediglich in zwei Versuchen (20 und 64) ist dieser Anteil 
etwas iiber 20% (22 bzw. 23,3°%) erhéht. Es besteht also im Gehalt 
der Darmschleimhaut an organischem P nach Xyloseresorption kein 
Unterschied zu den Vergleichsversuchen. Rund die Halfte des organi- 
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Tabelle VIII. 
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Xylose. 











= Nach Nach ‘ 

. Direkt be- | oollry 7 Min. 180 Min. | Sehwer 
Ver- Ratten- | stimmbarer Gesamt- | Organ. aie hydro- hydro- hydro- 
such gewicht P P r oz 4 lysier- lvsier- lysier- 

aR barer P barer Pp barer P 

Nr. g mg-9/» mg-°}; mg-° ', | mg-°/» mg-°/ mg-°/9 
15 138 229,9 260,0 30.1 11,6 15,1 30,1 0 
20 138 227,5 291,5 64.0 22 57,3 64,0 0 
24 140 243,3 285,0 41.7 14,6 16,7 33,0 11,0 
27 140 | 248.2 268,0 19,8 7.4 19,8 19,8 0 
35 140 238,2 282,2 44,0 15,6 27,8 - . 
44 140 227,0 34,0 13 14,0 34,0 0 
50 135 181,5 43.7 19,4 26,7 — - 
64 140 201,0 61.2 23,3 10.0 46 | 15,0 

Mittel: 224,3 266.9 42.6 15,95 | 23,4 37.8 


schen P erscheint als leicht hydrolysierbar. In vier Versuchen (15, 20, 
27, 44) ist nach dreistiindiger Hydrolyse alles gespalten, in zwei Versuchen 
(24, 64) bleibt ein schwer hydrolysierbarer Anteil, der in beiden Fallen 
rund 20%, des gesamten organischen Phosphats betragt. 

Die in Tabelle 1X aufgefiihrten Ergebnisse bei Arabinoseresorption 
zeigen dasselbe, wie die Versuche mit Xylose; auch sie ergeben keine 
Erhéhung des organischen Phosphats in der Schleimhaut. 


Tabelle IX. 


Arabinose. 








Sl Nach Nach ae 
Ver- Ratten- i ree sent Gesamt- Orga ef rm \ Min. ise Min. tt si 
; stimmbare1 é gan. mS hydro- | hydro- ayer 
such gewicht P P P ala lysier- lysier- lysier- 
FA Es barer P barer P barer P 
Nr. g mg-?) mg-°/9 mg-9/, 5 fa mg-°,» mg-° 9 mg-?'» 
38 140 230,2 289 58.8 20,3 26.6 35.0 23.8 
52 140 246.8 279 32,2 11,5 18.3 
55 130 228,1 281 52,9 18,8 
59 125 228,0 287.1 59.1 20,5 18,2 
62 150 230,8 275.0 44,2 16,1 
66 130 225.0 260 35.0 13,5 
Mittel: 231.5 278.5 47.0 16,85 


Im Hinblick darauf, daB nach den einleitend erwihnten Unter- 
suchungen bei der Fettresorption auch ein PhosphorylierungsprozeB 
eingreift, haben wir unsere Untersuchungen auch auf Glycerin ausgedehnt. 
In Tabelle X sind die Ergebnisse von fiinf Versuchen nach Glycerin- 
resorption aufgefiihrt. Wir finden dabei in der Schleimhaut eine Er- 
héhung des saureléslichen organischen Phosphats. Diese Erhéhung ist 
in drei Versuchen (16, 17, 96) deutlich, in den beiden iibrigen Versuchen 
weniger deutlich. Der prozentuale Anteil des organischen Phosphats 
am Gesamtphosphat liegt in allen Versuchen tiber 20%. Im Mittel 
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wurden 76,5 mg-% organischer P, entsprechend 25,7 °, vom gesamten P. 
gefunden. 
Tabelle X. Glycerin. 
4s Nach Nach , 
2 Direkt be- = Pa 7 Min. 180Min, Schwer 
Ver- Ratten-  ctimmbarer Gesamt- Organ. ais hvydro- hvdro- hydro- 
such —_ gewicht P P P = lysier- _lysier- _lysier- 
$| 2 barer P barer P_ barer P 
Nr. g mg-°/o mg-°/, mg-°/9 5~ mg-9/9 mg-°/9 mg-°/ 
16 140 240 354,5 | 114.5 32,2 49,4 91,5 23,0 
17 140 238,8 311 72,2 23,2 26,7 67,2 5,0 
19 140 225 285 60,0 21,0 56.0 59,0 1.0 
95 155 185 247,5 62.5 25,3 — — — 
96 155 218 291,0 73,0 29,5 — — — 











Mittel: 221,3 297,8 76,5 








Auch bei Verfiitterung von Fett (Olivendl) ergab sich (Tabelle XI), daB 
das sdurelésliche organische Phosphat in der Darmschleimhaut, allerdings 
nur in zwei (2 und 69) von vier Versuchen, zunimmt. Die auf Trocken- 
substanz bezogenen Phosphatwerte erhéhen sich noch etwas, wenn wir 
den hohen Fettgehalt der Schleimhaut nach Olivendlfiitterung anrechnen, 
der im Mittel etwa !/; des Trockengewichts ausmacht. Wenn — wie 
angenommen werden kann — die Veresterung des Glycerins mit Phos- 
phorsaure eine Zwischenreaktion auf dem Wege der Phosphatidbildung 
bei der Fettresorption ist, so kann damit auch erklart werden, warum 
in zwei der Fettresorptionsversuche keine Erhéhung des saureléslichen 
organischen Phosphats beobachtet wurde, da wir den in Phosphatiden 
enthaltenen Phosphor nicht mitbestimmen. 













Oliven6l. 






Tabelle XI. 
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such 


Nr. 





Ratten- 
gewicht 


4 


140 
135 
134 
135 


Direkt 
bestimm- 
barer P 


mg-°/ 5 


Gesamt-P 
mg-°?/» 
405 
217,2 
191 


192,5 


Organ. P 


mg-° 9 


90 
63,7 
36,5 
42.3 


Qo 


Organ. P.100 
Gesamt-P 





Die Durchschnittswerte aus den Tabellen I bis XI sind 


Nach 7 Min. 
hydrolysier- 
barer P 
mg-? 


30.0 


26,8 





in den 


beiden folgenden Ubersichtstabellen zusammengestellt. Tabelle XIla 
enthalt die Mittelwerte sémtlicher Versuche fiir den ,,direkt bestimm- 
baren“ P, Gesamt-P, gesamtorganischen P und den prozentualen Anteil 


des letzteren am Gesamt-P. 


Die Ergebnisse der Hydrolysen sind in 









Tabelle XIIb wiedergegeben. Zur Errechnung des durchschnittlichen 
prozentualen Anteils der verschiedenen Hydrolysefraktionen am 
gesamten organischen Phosphat wurden fiir das letztere nur die Versuche 
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herangezogen, in denen auch die Hydrolysefraktionen bestimmt worden 
sind. Die Nummern der zur Mittelwertbildung herangezogenen Ver- 
suche sind in der zweiten Spalte bzw. in Klammern bei den Hydrolyse- 
werten der Tabelle XII b aufgefiihrt. 


Tabelle XIIa. Ubersichtstabelle. 





Direkt be- Gesamtorganischer P 





e Anzahl der  Gesamt-P  stimmbarer 
Versuche Versuche P ; 
9 des 
mg-° 9 mg-°/o mg-°'» Gesamt-P 
Hungertiere. ..... 4 277,4 230,7 46,7 16,8 
Kochsam . .-. . s+ 6 266,0 217.6 48,4 18,1 
MU hs <e es 8 266.9 224,3 42.6 15,9 
rao 3. 6 278,5 231,5 47,0 16,8 
OS ee eee 6 242.5 195,6 46,9 19,3 
re 8 281.4 224,2 57,2 20,3 
GOIGQMUGBS . =. Ss ce ks 11 257,3 193,7 74,2** 26,4 
ee ae oe ae eae 8 302,1 206,1 96,0 31,5 
BOMONONE tek ae als + |} 281,6 175,7 105,9 37,6 
URNORRIMA 56 5 Se ve 5 297.8 221,3 76,5 25,7 


** Mittelwert aus den mit * bezeichneten Versuchen der Tabelle V. 


Unter Zugrundelegung der Zahlen der Tabelle XITb sind in Abb. 1 
Hydrolysenkurven des Schleimhautextraktes nach der Resorption von 
NaCl, Glucose, Fructose, Galaktose dargestellt. Zum Vergleich ist eine 
Hydrolysenkurve mit Muskelextrakt (nach Lohmann') ebenfalls ein- 
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gezeichnet. Auffallig erscheint bei Betrachtung dieser Kurven, daB im 
Darmschleimhautextrakt nach dreistiindiger Hydrolyse in n-Saure in 
den meisten Versuchen das organische Phosphat véllig oder nahezu 
voéllig aufgespalten ist, im Gegensatz zum Hydrolysenverlauf beim 
Muskelextrakt, bei dem nach 3 Stunden erst etwa die Halfte des organi- 
schen Phosphats hydrolysiert ist. Lediglich die Glucosekurve erweist 


1 K. Lohmann, }. c. 
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zwischen gesamtem 
organischen und 
dem nach 3 Stunden 
hydrolysierbaren 

Phosphateine Diffe- 
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Phosphorsaureester vorliegt als in den anderen Versuchen, in denen 
die Hydrolysenkurven entsprechend flacher verlaufen. 


Ziehen wir in Betracht, daB neben der vélligen Aufspaltung der 
Phosphorsaure in 7 Minuten eine Spaltung etwa vorhandener Hexosedi- 
phosphorsaure (Harden-Young-Ester), die nach 180 Minuten langer 
Hydrolyse in n-Saure bereits véllig gespalten ist, im selben Betrage wie 
zwischen 7 und 30 Minuten stattfindet, so kénnen wir ungefaihr den 
Pyrophosphatgehalt der Schleimhautextrakte berechnen: P*’ — Px, 
(P*; Menge des zwischen 0 und 7 Minuten, P5,, Menge des zwischen 7 und 
30 Minuten gespaltenen organischen Phosphats) = Pyrophosphat-P. 
Es ergeben sich die so fiir den Pyrophosphatphosphor berechneten 
Werte der Tabelle XIII. Nur 30 bis 40°, des nach 7 Minuten hydroly- 
sierbaren P werden in den Versuchen mit Kochsalz-, Glucose- und 
Galaktoseresorption als Pyrophosphat-P errechnet. Die Versuche mit 
Fructose dagegen ergeben einen sowohl absolut als auch relativ geringen 
Pyrophosphat-Wert, dank dem steilen Kurvenanstieg zwischen 7 und 
30 Minuten. Im Froschmuskel liegen rund 20°, des gesamten séure- 
léslichen Phosphats als Pyrophosphat vor (entsprechend 0,32 mg 
Pyrophosphat-P pro g Frischsubstanz). Das ist das Vielfache des von 
uns in der Schleimhaut der Ratte gefundenen Pyrophosphats (vgl. die 
Zusammenstellung von FL. Lehnartz'). Allerdings ist wegen der Steilheit 
der Kurven zwischen 7 und 60 Minuten die Berechnung des Pyro- 
phosphatgehalts in der Schleimhaut nicht mit derselben Genauigkeit 
durchfiihrbar wie beim Muskelextrakt. Aber selbst wenn wir die gesamte 
nach 7 Minuten bereits hydrolysierbar erscheinende Phosphatmenge als 
Pyrophosphat annehmen, ist das ebenfalis nur ein Teil des im 
Muskel vorhandenen Pyrophosphats. 

Wahrend also die Tabelle XIII. 
Saurehydrolyse im Mus- ; .. 
kelextrakt einen relativ Gesamt- Pyro- 
hohen, sehr leicht hydro- heranes ae 
lysierbaren Phosphat- — ll 
anteil (Pyrophosphat)  kochsalz .. . 18.4 6.8 
einerseits und einen Glucose... . 96,0 11.3 
hohen, schwer hydroly- nt on aed “ae pe 
sierbaren Rest anderer- 
seits ergibt?, finden wir im Darmschleimhautextrakt der Ratte fiir beide 
Fraktionen niedrigere Werte. Die schwer hydrolysierbare Fraktion ist 
in den meisten Versuchen tiberhaupt nicht vorhanden. Hauptsachlich 





9/9 Pyro- 
phosphat P 


! BE. Lehnartz, Ergebn. d. Physiol. 35, 896, 1933. 2 In zwei Versuchen 
mit Rattengastrocnemien fanden wir allerdings das séurelésliche organische 
Phosphat nach 180 Minuten Hydrolyse in n-HCl vollstandig gespalten. 
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sind in der Darmschleimhaut leicht hydrolysierbare Ester als organische 
Phosphorsaureverbindungen vertreten. Die nach der Resorption einiger 
Zucker sowie von Glycerin und Fett beobachteten Anderungen im 
Phosphatstoffwechsel der Darmschleimhaut betreffen im wesentlichen 
diese leicht hydrolysierbare Fraktion. Einige Versuche, besonders mit 
Glucose, sprechen allerdings dafiir, daB auch schwer hydrolysierbare 
Phosphorsaureester in der Darmschleimhaut vorhanden sind oder bei 
der Resorption entstehen kénnen. 

Ein tiberwiegender Anteil des ,,direkt bestimmbaren Phosphats* 
liegt im Muskel als Kreatinphosphorsdure vor. Um Anhaltspunkte iiber 
die Menge Kreatinphosphorsaure, die in der Darmschleimhaut enthalten 
ist, zu erlangen, haben wir in zwei Versuchen mit Schleimhaut und in 
zwei zum Vergleich dienenden mit Rattengastrocnemien durch die 
zeitliche Verfolgung der Farbentwicklung (s. Methodik) den Kreatin- 
phosphorsauregehalt bestimmt. Dabei wurde so vorgegangen, dah 
zunachst die fortschreitende Farbvertiefung in reinen Orthophosphat- 
lésungen stufenphotometrisch beobachtet wurde. Im Vergleich dazu 
muB eine Lésung, die Kreatinphosphorsdure enthalt, langsamer das 
Farbmaximum erreichen, da die Aufspaltung der Kreatinphosphorsaure 
in saurer Molybdatlésung eine zeitlich verfolgbare Reaktion ist. 


Tabelle XIV. 





Phosphatlisung Schleimhaut I | Schleimhaut IT Muskel I Muskel II 
0}, 0/, 0; 0 


Min. 
0 


87,5 85,7 64,7 59,5 
94,5 92,3 71,5 68 
6 96, 95,0 76,6 72,5 
98,0 96,2 79,3 77,4 
15 100 99.0 90,5 86.7 
BO 100 100 99.0 98 
40 a ame 100 100 





In Tabelle XIV sind die Resultate wiedergegeben (in % des Farb- 
maximums). In reiner Phosphatlésung ist das Farbmaximum bei 
Zimmertemperatur 8 Minuten nach Zusatz des Molybdat Reduktions- 
gemisches erreicht und die Farbtiefe bleibt lange Zeit konstant. In 
Schleimhautextrakten bleibt die Farbentwicklung etwas hinter der der 
Phosphatlésung zuriick, und zwar in dem Zeitraum zwischen 4 und 
8 Minuten in dem einen Versuch um durchschnittlich 1° und in dem 
anderen um durchschnittlich 3,8. Etwa 1 bzw. 3,8% des direkt 
bestimmbaren Phosphats liegen also in diesen Versuchen als Kreatin- 
phosphorséure-P vor. In den zwei zum Vergleich herangezogenen 
Rattenmuskeln dagegen fanden wir unter unseren Versuchsbedingungen 
das Vielfache (21,5 bzw. 25% des direkt bestimmbaren Phosphats) als 
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Kreatinphosphat. Der Menge nach ist also das saureldésliche ,,direkt 
bestimmbare Phosphat‘* der Darmschleimhaut mit der Menge an- 
organischen Phosphats fast véllig identisch. 

Die Entscheidung der Frage nach der genaueren Zusammensetzung 
des organischen Phosphats der Darmschleimhaut, besonders bei der 
Kohlenhydratresorption, soll bereits in Angriff genommenen Unter- 
suchungen vorbehalten bleiben. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Die mitgeteilten Versuche liefern den direkten Nachweis dafiir, 
daB die selektiv beschleunigte Resorption bestimmter Zucker (Glucose, 
Fructose, Galaktose) und ferner auch von Glycerin und Fett aus dem 
Darm mit Phosphorylierungsprozessen in der Darmschleimhaut ver- 
kniipft ist. Diese Phosphorylierungsprozesse wurden durch die Fest- 
stellung der Zunahme der saureléslichen organischen Phosphorsaure- 
verbindungen in der Schleimhaut bei der Resorption der angefiihrten 
drei Zucker bzw. von Glycerin und Fett nachgewiesen. Qualitativ 
gehéren die neu auftretenden Phosphorséureverbindungen — ganz oder 
doch zum gréBten Teil — den leicht bis mittelschwer (7 bis 180 Minuten) 
hydrolysierbaren Fraktionen an. In einigen Versuchen wurde ein schwer 
hydrolysierbarer Rest von 3 bis 20° des organischen Phosphats ge- 


funden. Eine genauere Identifizierung der in der Schleimhaut ent- 
stehenden organischen Phosphorséureverbindungen, besonders im 
Hinblick auf die Méglichkeit der Verkniipfung verschiedener Phosphory- 
lierungsprozesse wahrend der selektiven Resorption, soll in weiteren 
Untersuchungen erfolgen. 


Die bereits im Versuchsteil besprochenen nicht immer einheitlichen 
Ergebnisse in den einzelnen Versuchen mit (d)-Galaktose und (1)-Sorbose 
hangen vielleicht damit zusammen, da beide Zucker ineinander tber- 
fiihrbar sind! und méglicherweise die Bedingungen fiir diese Um- 
bildungen im Darm nicht immer die gleichen sind. 

Nimmt man, wie in der Einleitung ausgefiihrt ist, an, daB die 
durch eine beschleunigte Resorption ausgezeichneten Zucker und auch 
Glycerin in den Darmepithelzellen vollstandig oder doch zum gréBten 
Teil in Phosphorséureester umgewandelt werden, der aufgefundene 
Phosphorylierungsvorgang bei der Resorption dieser Stoffe also in 
einer Veresterung derselben mit Phosphorsaiure besteht, so ist mit 
dieser Umformung des aufgenommenen Molekiils notwendig ein 
Hochhalten des Konzentrationsgefilles Darmlumen/Epithelzellen fir 
die betreffende Substanz verkniipft (Verzdr). Die beschleunigte Re- 


1 OC. Neuberg, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 68, 505, 1935. 
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sorption wird also nach dieser Theorie auf den elementaren Diffusions- 
vorgang zuriickgefiihrt. 

In der Darmschleimhaut selbst steht, wie unsere Zahlen zeigen, eine 
gentigende Menge Phosphat, besonders anorganisches, zu einer solchen 
Esterbildung zur Verfiigung. Da wir eine Erhéhung der Menge organischen 
Phosphats beider Resorption von Glucose usw. fanden, so ist anzunehmen, 
daB die Esterbildung auf Kosten anorganischen Phosphats verlauft. Das 
direkt bestimmbare Phosphat (d.h. das anorganische, s. Ubersichts- 
tabelle) ist bei Glucose-, Galaktose- und Fructoseresorption niedriger 
als in den anderen Versuchen, was fiir einen Ubergang anorganischen 
Phosphats der Schleimhaut in organischen P spricht. (Allerdings ist 
auch in den Versuchen mit Mannose, in denen wir keine Erhéhung des 
organischen P fanden, ein relativ niedriger Wert fiir das direkt bestimm- 
bare P gefunden worden.) AuBerdem steht im Blute immer geniigend 
Phosphat zur Verfiigung, das in der Schleimhaut verwendet werden 
kann. Setzen wir als MaB fiir die in der Darmschleimhaut bei der 
Resorption auftretenden Phosphorsidureester, die bei der Resorption 
von Glucose usw. beobachtete Zunahme des organischen Phopshats in 
Rechnung, so ergeben sich in der gesamten Diinndarmschleimhaut der 
Ratte, die wir zu 3 g annehmen kénnen, fiir einen Di-Ester der Glucose 
1,6 mg, der Fructose 1,9mg, der Galaktose 0,9mg. Diese fiir eine 
Hexosediphosphorséure berechneten Zahlen, die fiir einen Monoester 
etwa doppelt so hoch waren, erscheinen gegeniiber einer unter unseren 
Versuchsbedingungen resorbierten Zuckermenge von etwa 200 mg als 
sehr geringfiigig. In der Schleimhaut findet also keine Anhaéufung von 
Phosphorsaureestern bei der Resorption statt ; die Ester werden vielmehr 
sofort an das Blut abgegeben oder vor dem Ubergang ins Blut wieder 
gespalten. Fiir die Spaltung spricht, abgesehen davon, daB im Blute, 
soweit bekannt, die Zucker nicht als Ester vorhanden sind, auch noch, 
daf wahrend der Resorption von Glucose usw. die Menge des gesamten 
siureléslichen Phosphats in der Schleimhaut sich nicht wesentlich 
andert, daB also wohl anorganisches in organisches und dieses wieder in 
anorganisches Phosphat iibergeht. Die Verhaltnisse liegen also so wie im 
Falle der Fettresorption beziiglich des Lecithins, wo die Gesamtmenge 
in der Schleimhaut ebenfalls konstant bleibt, wahrend wohl alles Fett 
das Phosphatidstadium passiert. 


Zusammenfassung. 


Der Gehalt der Darmschleimhaut der Ratte an saureléslichem 
organischem Phosphat nimmt wahrend der Resorption der Hexosen: 
Glucose, Fructose, Galaktose, sowie nach der Resorption von Glycerin 
und Fett im Vergleich zu hungernden Tieren oder solchen nach NaCl- 
Resorption etwa um das Doppelte zu. 
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Dagegen wurde nach der Resorption von Mannose, sowie von 
Xylose und Arabinose der Gehalt an organischem Phosphat in der 
Darmschleimhaut gegeniiber den Vergleichsversuchen unverandert 
gefunden. 

Bei der Resorption von Sorbose wurde in einigen Versuchen eben- 
falls eine Erhéhung des siéureléslichen organischen Phosphats in der 
Schleimhaut beobachtet, die aber hinter derjenigen der drei erstge- 
nannten Hexosen zuriickbleibt. 

Das saurelésliche organische Phosphat ist nach dreistiindiger Hy- 
drolyse in Normalsadure voéllig oder doch nahezu véllig gespalten. Die 
Ergebnisse der durchgefiihrten vorlaufigen Fraktionierung des organischen 
Phosphats (Hydrolysengeschwindigkeit in n-Saéure bei etwa 100°) sind 
angegeben. 


Die Versuche bringen, in Ubereinstimmung mit den friiheren Unter- 
suchungen iiber die selektive Kohlenhydratresorption und iiber die 
Resorptionshemmung durch Monojodessigsiure und Phlorrhizin, den 
direkten Nachweis dafiir, daB die Resorption von Zuckern, ferner auch 
die Resorption von Glycerin und Fett mit einem Phosphorylierungs- 
prozeB in der Darmschleimhaut verkniipft ist. 





Uber den Bedarf 
des tierischen Organismus an Natrium und Calcium. 
(Versuche an Drosophila.) 
Von 
D. L. Rubinstein, W. Lwowa und H. Burlakowa. 
(Aus der physikalisch-chemischen Abteilung des Bach-Instituts 
fiir Biochemie, zur Zeit Institut fiir experimentelle Medizin in Moskau.) 

(Eingegangen am 5, Mai 1935.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Fragestellung. 


Welche Mineralstoffe sind fiir die Entwicklung und Leistungen des 
tierischen Organismus erforderlich ? Welche physiologische Rolle kommt 
jedem der lebenswichtigen Ionen zu? Es ist gegenwartig schwer, diese 
Fragen in befriedigender Weise zu beantworten. Einige grundlegende 
Ergebnisse sind allerdings fiir pflanzliche Organismen und Mikro- 
organismen sichergestellt worden. So darf z. B. als festgestellt gelten, 
dab es unter denselben keine gibt, die nicht Kalium- und Magnesium- 
salze — sei esnur in kleinsten Mengen — bediirfen: Kalium und Magnesium 
sind beide fiir jede pflanzliche Zelle unentbehrlich. Calcium ist dagegen 
fiir niedere Pflanzen nicht erforderlich und wird erst fiir griine auto- 
trophe Pflanzen notwendig, da ihm bei der Photosynthese irgendeine 
Rolle zukommt. Natrium scheint tiberhaupt fiir das pflanzliche Leben 
nicht erforderlich zu sein. Schwefel und Phosphor werden von den 
Pflanzen in der Form ihrer héchsten Oxyde, den Sulfat- und Phosphat- 
ionen, gebraucht. 

Neben diesen wichtigsten Ergebnissen der pflanzenphysiologischen 
Forschung haben die letzten Jahre neue und zum Teil unerwartete 
Tatsachen gebracht, welche einigen seltenen und meistens nur spuren- 
weise vorkommenden Elementen (z. B. Bor, Mangan u. a.) eine grobe 
Bedeutung fiir das Leben bestimmter Pflanzengruppen zuweisen, 

Auf dem Gebiete der chemischen Physiologie der Tiere sind unsere 
Kenntnisse hier recht sparlich. Die Ionenwirkungen auf den tierischen 
Organismus sind nur verhaltnismaBig selten in Ernahrungsversuchen, 
wie solche fiir die Pflanzen itiblich sind, untersucht worden. Die For- 
schung hat hier einen ganz anderen Weg eingeschlagen: der EinfluB von 
Ionen auf die Nerv-Muskelprozesse wurde hauptsachlich in kurzdauern- 
den Versuchen studiert. Doch haben die Untersuchungen dieser physio- 
logischen Ionenwirkungen und des Ionenantagonismus die Aufmerksam- 
keit der Forscher von der nicht minder wichtigen Methode der Er- 
nihrungsversuche abgelenkt. Beziiglich der Bedeutung dieser letzteren 
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Forschungsrichtung méchten wir die Worte von Osborne und Mendel 
(1918) anfiihren. ,,We believe that the convential ,salt balance’ experi- 
ments are less likely to permit a satisfactory elucidation of the need and 


réle of the specific inorganic elements than feeding experiments... 
for in these every factor can be better controlled.” 

Der Mineralbedarf der Protozoen wurde von Peters (1921) an dem 
Infusor Colpidium colpoda mit allen notwendigen experimentellen Kautelen 
untersucht. Wurde das Infusorium in QuarzgefaBen geziichtet, so erwiesen 
sich Kalium- und Magnesiumionen als unerlaBlich: bei ihrer Entziehung 
ging die Kultur bald zugrunde. Bei Verwendung von GlasgefaBen wurde 
jedoch die winzige von den Infusorien benétigte Menge dieser Kationen aus 
dem Glase ausgelaugt. AuBerdem lieB sich noch der Bedarf an Stickstoff 
(Ammoniumion), Phosphor (Phosphation) und Chlor feststellen. 

Von diesen Studien an Protozoen zu denjenigen an mehrzelligen 
differenzierten Organismen tibergehend, miissen wir an erster Stelle die 
Untersuchungen von Herbst (1897—-1904) an Echinodermen erwahnen. In 
einer groBen Reihe sorgfaltig durchgefiihrter Versuche wurde von ihm fest- 
gestellt, daB fiir die Entwicklung der Seeigellarven sowohl die Ionen von 
Natrium, Kalium, Calcium und Magnesium wie auch die im Meerwasser 
enthaltenen Anionen — Chlor, Sulfat und Carbonat — erforderlich sind. 
Leider erhalten wir aus diesen Ergebnissen von Herbst keine Auskunft tiber 
die von uns aufgeworfene Frage nach dem Mineralbedart des tierischen 
Organismus. Es sei zunachts daran erinnert, daB das entwicklungsfahige Ei 
nicht nur organisches Material, sondern auch einen Vorrat an Mineralstoffen 
besitzt. Needham (1931) teilt zwar die Eier in zwei verschiedene Gruppen 
ein: die einen sind vom aéuBeren Milieu isoliert und enthalten von Anfang 
an saémtliche fiir ihre Entwicklung notwendigen Nahrstoffe; die anderen 
kénnen dagegen Nahrstoffe von auBen aufnehmen. Das Hiihnerei ist der 
Vertreter der ersten Gruppe, waihrend das Echinodermenei als Beispiel der 
letzteren dienen kann. Doch sind zweifellos auch in ihm gewisse Mineral- 
stoffe vorhanden. Hierdurch erklart sich die Behauptung von Herbst (1898), 
da8 das Ei kein Phosphat fiir seine Entwicklung bediirfe: offenbar muBte 
es von vornherein die zum Aufbau der Nucleoproteiden notwendige Phosphor- 
menge enthalten. Andererseits hat Herbst die physikalische Wirkung der 
Meerwasserionen tibersehen: das Natriumsalz schafft ja bekanntlich durch 
seinen osmotischen Druck ein isotonisches Medium, wahrend die iibrigen 
Kationen als seine Antagonisten dazu beitragen, die Salzlésung zu aquili- 
brieren. Die Kationen iiben somit eine Schutzwirkung aus und es mu 
dahingestellt bleiben, ob sie zugleich auch als Nahrstoffe fungieren. 

Von anderen Versuchen an Wirbellosen sei hier die Untersuchung von 
Loeb (1915) erwahnt. Sie befaBte sich mit der Mineralernahrung der Droso- 
phila, einem aéuBerst geeigneten Objekt, das auch bei der vorliegenden 
Untersuchung benutzt wurde. Diese Versuche haben die UnerlaBlichkeit 
von Kalium und Phosphat fiir die Entwicklung der Fliege festgestellt. 
Dieselbe SchluBfolgerung beziiglich der Ionen von Magnesium und Sulfat- 
ionen wurde héchstwahrscheinlich. Eine besondere Zugabe von Natrium 
und Calcium war nicht erforderlich, doch muBte es offen bleiben, ob eine 
geniigende Menge dieser Elemente nicht schon als Beimengung in den be- 
nutzten Reagenzien enthalten war. Es wurden weitere Versuche zur 
Entscheidung dieser Frage in Aussicht genommen!; durchgefiihrt wurde 
diese Absicht jedoch nicht. 


1 J. Loeb, 1. c., und zwar S. 433. 
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Vielfach wurde die Mineralernahrung der Saugetiere untersucht. 
Zuerst wurde dieses Gebiet von Osborne und Mendel (1918) betreten, welche 
das Bediirfnis an Calcium und Phosphor den Bestandteilen des Knochen- 
gewebes feststellen konnten. Miller (1926) gelang es, ebenfalls an Ratten, 
die Notwendigkeit von Kalium nachzuweisen, wobei junge, wachsende 
Tiere viel mehr davon brauchten als erwachsene (und zwar merkwiirdiger- 
weise wachsende Mannchen etwa zweimal soviel wie Weibchen). Wir wollen 
hier auf zahlreiche andere auf diesem Gebiete durchgefiihrte Untersuchungen 
nicht naher eingehen (siehe z. B. Mitchell, Wilson und Stanton, 1921; Miller, 
1923; Richards, Godden und Husband, 1923, 1927 u.a.). Es sei nur darauf 
hingewiesen, daB bei allen diesen Versuchen die Reinheit der Methodik 
viel zu wiinschen iibrig lie’. Als organische Nahrungsquelle wurden imme 
Stoffe genommen, wie sorgfaltig gewaschenes Korn, kiufliche Hefe, Casein 
oder andere Produkte, welche durch die iiblichen Reinigungsverfahren von 
den in ihnen enthaltenen Beimengungen keineswegs vollsténdig befreit 
werden kénnen. Indessen zeigen uns die an den Pflanzen und Mikro- 
organismen durechgefiihrten Untersuchungen (siehe z.B. Benecke, 1907; 
Reader, 1927), was fiir eine peinliche Reinheit bei derartigen Versuchen 
erforderlich ist. Die lebendige Zelle hat eine sehr groBe Speicherungs; 
fahigkeit und kann in groBen Mengen Stoffe anhiufen, die nur spurenweise 
im auBeren Milieu vorhanden sind. Bei lange andauernden Ernahrungs- 
versuchen miissen daher viel héhere Anforderungen an die Zuverlassigkeit 
der Methodik und Reinheit der Reagenzien gestellt werden, als bei gew6hn- 
lichen Versuchen iiber die sogenannten ,,physiologischen Ionenwirkungen“. 
Eine meBbare tagliche Zugabe ist zumeist nur fiir solche Mineralstoffe 
notwendig, die standig exkretiert werden (und bei denen folglicheine Eintritt 
Austrittbilanz aufrechterhalten werden soll). Fiirmanche andere Mineralstoffe 
diirften ihre selbst in der sogenannten ,,reinen Kost‘ vorhandenen Bei- 
mengungen geniigen. Nur die vollstdndige Abwesenheit des betreffenden 
Elements wiirde seine Unnétigkeit bzw. Ersetzbarkeit beweisen. 

Andererseits sind Versuche an solchen hochdifferenzierten Organismen, 
wie es die Saugetiere sind, wenig geeignet, um die allgemeine Frage nach den 
fiir die Leistungsfahigkeit des tierischen Gewebes erforderlichen Ionen zu 
beantworten. So z. B. sind sie nicht geeignet, die Rolle des Caleiums auf- 
zuklaren, weil groBe Mengen desselben schon zum Aufbau der Knochen 
benétigt werden (welch letztere dann ihrerseits bei kalkmangelnder Nahrung 
als Calciumquelle fungieren kénnen). Die strikte Regulierung des osmotischen 
Druckes und des Bestandes des Blutes an Mineralstoffen schlieBt weiterhin 
alle intensiveren experimentellen Eingriffe in die Zusammensetzung der 
unmittelbaren Zellumgebung aus. 

Bei der Untersuchung des Mineralbedarfs des tierischen Organismus 
wire in erster Linie folgende grundsatzliche Frage zu lésen. Als Ergebnis 
seiner glanzenden Untersuchungen der physiologischen Ionenwirkungen 
kam Loeb zu der interessanten Vorstellung von einem tiefen Unterschied 
zwischen pflanzlichen und tierischen Organismen. Wahrend die ersteren 
kein Natrium und in vielen Fallen (bei niederen Pflanzen) auch kein 
Calcium bediirfen, ist dagegen fiir Tiere stets die gesamte Triade von 
Kationen — Natrium, Kalium und Calcium — erforderlich. Es wird 
allgemein anerkannt, daB diese eigenartige Ionenkonstellation die 
physikalisch-chemische Grundlage fiir die Nerv-Muskelfunktion bildet, 
welche das Tier von der Pflanze unterscheidet. (Daf Loeb selbst einige 
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Bedenken an die Allgemeingiltigkeit dieses Ionenunterschiedes fiir 
Tier und Pflanze hegte, erhellt aus seiner oben erwahnten Arbeit.) Da 
von diesen drei Kationen das Kalium auch fiir die Pflanze absolut 
unentbehrlich ist, kommt es darauf an, die Rolle von Natrium und 
Calcium im Aufbau und in der Tatigkeit des tierischen Gewebes aufzu- 
kliren. Dieser Aufgabe ist die vorliegende Untersuchung gewidmet. 


Prinzipien der Methodik. 


Durch das Ziel der Untersuchung wird die Wahl des Versuchs- 
objekts bestimmt. Aus oben angefiihrten Griinden (Knochenskelett 
und konstanter Bestand des Blutes an Mineralstoffen), darf es kein 
Wirbeltier sein; andererseits soll es kein einzelliges, sondern ein Tier 
mit wohldifferenziertem Nerv-Muskelsystem sein. Von den viel- 
zelligen Wirbellosen scheiden weiterhin solche Kalkspeicher wie Mollus- 
ken (mit einer Kalkschale) und Echinodermen (mit einem Kalkskelett) 
aus. Es sollen auch keine Seetiere sein, da sonst zur Herstellung eines 
isotonischen aquilibrierten Salzgemisches lonen gebraucht werden, die 
eine Schutzwirkung ausiiben und nicht als Mineralnahrung dienen. Der 
gewahlte Organismus soll sich im Laboratorium gut ziichten lassen und 
keinen allzu langen Vermehrungszyklus haben — damit der EinfluB 
etwaiger im Ei vorhandener Mineralstoffreserven durch mehrmalige 
-assage unter reinen experimentellen Bedingungen beseitigt werden kann. 
Allen diesen Anforderungen geniigt aufs beste die Bananenfliege Droso- 
phila melanogaster. 

Nach Loeb und Northrop (1916) ist Drosophila ein Monophag, der 
sich ausschlieBlich von Hefe ernahrt, welche sich auf der ihr zur Gebote 
stehenden Nahrung entwickelt. Das erméglicht den Ernéhrungsversuch 
an Drosophila mit jener im Tierexperiment noch nie erreichten Rein- 
heit einzurichten, mit der Ziichtungsversuche an Mikroorganismen 
durchgefiihrt werden. Eine synthetische Nahrlésung fiir Hefe besteht 
aus wenigen Mineralsalzen, sowie aus Traubenzucker, als einziger Quelle 
organischer Nahrung. Durch eine spezielle Untersuchung wurde von 
uns schon festgestellt, daB auf diese Weise tatsachlich ,,chemisch reine 
Hefe’, ohne analytisch faBbare Spuren von Natrium und Calcium 
erhalten wird (Rubinstein und Burlakowa, 1934). Eine ernste Schwierig- 
keit entsteht jedoch dadurch, da® fiir die Fliegen nicht ein fliissiges 
Kulturmedium verwendet werden kann, wie fiir Hefe, sondern eine 
Gallerte, die fiir das Herumkriechen der Larven nétig ist. Gewohnlich 
wird die nétige Konsistenz dadurch erreicht, daB man der Nahrmischung 
bzw. der synthetischen Nahrlésung (Pearl, 1926) Agar hinzufiigt. Fiir 
unsere Zwecke war jedoch die Anwendung des Agars ausgeschlossen, 
da auch die peinlichste und sorgfaltigste Reinigung desselben (ein- 
schlieBlich Elektrodialyse) nicht den bei derartigen Versuchen erforder- 
lichen hohen Reinheitsgrad sichern konnte. Es gelang uns, diese 
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schwierige Aufgabe durch Anwendung eines aus Siliciumtetrachlorid 
bereiteten Kieselsiuregels zu lésen. Dieses Kolloid stellt somit ein durch 
Destillation bereitetes Gel vor. Tetrachlorsilicium (Siedepunkt 57°) wird 
durch Wasser hydrolysiert und dabei Kieselsiure sowie Salzsiure 
gebildet. Somit enthalt das Gel von vornherein keine Alkali- und Erd- 
alkalimetalle. Nach dem Erstarren der Gallerte wird die tberschiissige 
Salzsiure weggewaschen, die Gallerte mit der synthetischen Nahr- 
lésung getrankt und mit reiner Hefe beimpft. Auf einem so vorbereiteten 
Nahrboden lieB man die Fliegen ihre Kier ablegen. Nach dem Aus- 
schliipfen von erwachsenen Fliegen konnte aus ihnen in derselben Weise 
in anderen GefaBen eine weitere Generation geztichtet werden. 


Versuchstechnik. 


Es wurde durchweg Aqua bidestillata aus Pyrexglas, sowie reinste 
Chemikalien der Firma Kahlbaum verwendet: Salze ,,zur Analyse mit 
Garantieschein**, Glucose reinst (sie wurde auBerdem von uns auf die 
Anwesenheit von Spuren von Natrium und Calcium nachgepriift). Alle 
GefaBe aus Jenaer Glas. 

Die Bereitung des Silicagels ist in Abb. 1 dargestellt. Als Ausgangs- 
material diente reines Siliciumtetrachlorid Aahlbaum (in einigen Fallen 





a 


| 








Abb. 1. 


ein technisches Praparat, das von uns durch zweimalige Destillation ge- 
reinigt wurde). Eine bestimmte Menge desselben wurde in das GefaiB ein- 
gefiihrt und in einem Wasserbad auf etwa 40 bis 45° erwairmt. Stickstoff 
aus einer Stahlflasche wird in einer Drechselflasche mit Schwefelsaure (6) 
getrocknet, im GefaiB (c) mit Chlorsilicium gesattigt und durch das Jenaer 
Rohr dem bidestillierten Wasser im Glase (d) zugefiihrt. Dort wird der 
SiCl,-Dampf absorbiert und hydrolysiert. Sobald die gebildete Kiesel 
siurel6sung das spezifische Gewicht von 1,045 bis 1,050 erreicht hat, wird 
sie auf Erlenmeyer-Kolben von 250 bis 500 cem Inhalt verteilt (in jedem 
Kolben eine Schicht von etwa 1.5 bis 2cem Hohe). Eine Kieselsiurelésung 
von der angegebenen Dichte erstarrt nach etwa 2 Tagen zu einem sehr 
weichen Gel. 

Das Gel wurde dann mehrere Tage hindurch (etwa 8 Tage) mit strémen- 
dem bidestillierten Wasser gewaschen: jeder Kolben wurde mit einem 
kleinen Destillationsapparat aus Jenaer Glas verbunden, aus welchem 
destilliertes Wasser direkt eintrat ; durch einen Siphon mit konstantem Niveau 
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floB das iiberschiissige Wasser hinaus (s. Abb. 2). Erst wenn das pg des 
Silicagels etwa 3,8 iibertraf, begannen wir mit der Durchtrankung desselben 
mit der Nahrl6sung. Wir haben dazu folgende Lésung benutzt: 


CNMESCONO Sweets! care Bows Oe 0,2 ¢ 
Pitter Oy 5s = 6 es er eae O4g 
1S Ra ae ee ate eines OR ae a 0,2 g 
DYGUDEDSUGHEr. . 1. sit tw te ee sl UM CU 
Aqua bidestillata ......... 100 g 


Von der von uns friiher zur Ziichtung der Hete verwendeten Lésung 
(s. Rubinstein und Burlakowa, |. ec.) unterscheidet sich dieselbe durch 
eine erhéhte Konzentration einiger 
Komponenten, insbesondere des 
Traubenzuckers. Im Laufe unserer 
Untersuchung erwies es sich namlich 
als vorteilhaft, denselben in einer 
méglichst hohen Konzentration anzu- 
wenden, um dem Silicagel eine groBe 
Wasserbindungsfahigkeit zu verleihen. 
Beim Benutzen des Silicagels muB 
man besonders auf seine Konsistenz 
achten. Wahrend das Agargel bei 
sehr verschiedenem Wassergehalt eine 
geniigend weiche Konsistenz behalt, 
wird das Silicagel schon bei mibigem 
Wasserverlust fest und briichig, so daB 
die Larven sich durch die Gallerte 
nicht mehr durchfressen kénnen und 
bald zugrunde gehen. Durch Vor- 
versuche wurde daher jene Dichte der 
Kieselsiurel6sung ermittelt, bei der 
sie zu einem auBerst weichen Gel er- 
starrte. Man hat auch noch dafiir zu 
sorgen, daB das Gel wahrend des Abb. 2. 
Ziichtungsversuchs nicht vertrocknet. 
Das wird leicht durch Sattigung des Thermostaten mit Wasserdampf 
erreicht, wenn die Gallerte einen hohen Zuckergehalt hat. 








Die Kolben mit der Nahrlésung werden im Autoklaven mit str6mendem 
Wasserdampf sterilisiert (dreimalige Behandlung). Nach etwa einer Woche 
wurde die erste Lésung durch eine frische ersetzt und von neuem sterilisiert. 
Nach einer etwa 15 Tage dauernden Durchtrankung wurde die iiberschiissige 
Lésung abgegossen und die Oberfliche der Gallerte mit reinster Hefe 
geimpft. Wir hatten dazu stets einen Stamm von Saccharomyces cerevisiae 
im Laboratorium vorratig, der mehrere Passagen in der reinen Nahrlésung 
durchgemacht hatte. Nach eintagiger Inkubation wurden in jeden Kolben 
durch Ather betaubte Drosophila-Fliegen eingefiihrt, die Kolben mit sorg- 
faltig gewaschener Seidengaze verschlossen und im Thermostaten bei 25° 
belassen. Nachdem die Fliegen geniigend Eier abgelegt hatten (nach etwa 
3 Tagen), wurden sie aus den Kolben entfernt. Ein Teil der aus den Puppen 
schliipfenden Fliegen wurde analysiert, andere in ahnlich vorbereitete 
Kolben zur Erzeugung einer neuen Generation iibertragen. Als Kontrolle 
dienten Fliegen, die an einem bei uns fiir Drosophila-Kulturen iiblichen 
Medium (Agar mit Rosinenbouillon) geziichtet wurden. 


28 * 
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Zum SchluB sei noch bemerkt, daB die oben beschriebene Ziichtungs- 
technik auBerst zeitraubend und miihsam ist. Es geniigt, hier die haupt- 
sichlichen Operationen aufzufiihren: Bereitung der Kieselsdiurelésung, 
Erstarren des Kieselsiuregels (2 bis 3 Tage), Auswaschung desselben mit 
Aqua bidestillata (etwa 8 Tage), Durchtranken mit der Nahrlésung samt 
Sterilisation im stromenden Wasserdampf (etwa 15 Tage), Impfen mit Hefe 
(1 Tag), Ziichtung der Drosophila (etwa 15 Tage). Kommt es darauf an, 
mehrere Generationen zu erhalten, so wird die Versuchsdauer entsprechend 
verlingert. Dann kommt noch das Verbrennen und die Mikroanalyse hinzu. 

Nachdem ihr Trockengewicht festgestellt war, werden die Fliegen im 
Muffelofen verbrannt. Das Natrium und das Calcium wurden anfanglich 
ersteres nach dem mikrokolorimetrischen Verfahren von We Cance und 
Shipp (1931), letzteres nach Kramer und Tisdall be- 
stimmt. Um die experimentelle Herabsetzung des Na- 
trium- und Calciumgehalts zu verfolgen, waren jedoch 
diese Methoden unbrauchbar und wir muBten das viel 
empfindlichere mikrokristallinische Verfahren benutzen 
(s. Behrens und Kley, 1921). Mit diesem Verfahren ist 
es moéglich, Bruchteile eines Mikrogramms, etwa 0,1 

Abb. 3. bis 0,8 7 Natrium (nach unseren Bestimmungen 0,4 bis 

0,6 y) und sogar bis 0,04 y Calcium zu entdecken. 

Die Zuverlassigkeit dieser Methoden wird sonst dadurch beeintrachtigt, 
daB die mikroskopische Untersuchung auf einem gew6hnlichen Objekttrager 
vorgenommen wird, wobei die betreffenden Kationen einfach aus dem Glase 
ausgelaugt werden kénnen. Behrens und Kiley empfehlen daher nur jene 
Kristalle zu beriicksichtigen, die sich in den ersten Minuten bilden, ehe ein 
merkbares Auslaugen aus dem Glase stattgefunden hat. Nachdem wir 
einen Tropfen bidestillierten Wassers !/, bis 1 Stunde lang auf einem ge- 
wohnlichen Objekttraiger einwirken lieBen, konnten wir in ihm tatsachlich 
schon Spuren von Natrium sowie Calcium entdecken. Wir haben daher fiir 
diese Bestimmungen ausschlieBlich Quarzglas verwendet, wodurch die 
Zuverlassigkeit der Methode wesentlich erhéht wird: die Bildung der Mikro- 
kristalle kann dann beliebig lange verfolgt werden. : 

Weiterhin ist es erwiinscht, bei der mikrokristallinischen Untersuchung 
die Asche in einem méglichst kleinen Fliissigkeitsvolumen zu l6sen. Um 
Verluste bei der Ubertragung desselben von der Platinschale auf den Objekt- 
trager zu vermeiden, nahmen wir die Verbrennung in demselben Quarzglas 
vor, auf dem dann die Asche untersucht wurde. Dazu diente die in Abb. 3 
dargestellte Vorrichtung aus durchsichtigem Quarz. Die Fliegen gelangen 
in die mittlere Vertiefung und werden dort (unter einer Platindecke) ver- 
brannt und ebenda analysiert. Dann wird die Asche in n/2 Salzséure gelést 
(Behandlung mit Saure wahrend 1'/, bis 2 Tagen) und unter Verwendung 
von entsprechenden Reagenzien auf das Erscheinen von Natrium- bzw. 
Calciumkristallen untersucht. Auf diese Weise gelingt es, die Natrium- bzw. 
Calciumbestimmung an einer einzigen Fliege durchzufiihren. Kontroll- 
versuche, in denen die Veraschung in einem Platintiegel mit nachtraglicher 
Ubertragung auf die Quarzplatte vorgenommen wurde, haben identische 
Resultate ergeben, waren jedoch viel umstandlicher als das von uns benutzte 
Verfahren. 





Ergebnisse. 


Schon anlaBlich unserer Hefeuntersuchung haben wir darauf hin- 
gewiesen, das die Frage der Entbehrlichkeit eines bestimmten Ions fiir 
die Lebensfaihigkeit eines Organismus durch seine Ausschaltung aus der 
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Nahrlésung noch nicht definitiv entschieden ist. Bei der gewaltigen 
Speicherungsfahigkeit der lebendigen Zelle kénnen schon die als Ver- 
unreinigungen der Reagenzien vorhandenen Spuren des betreffenden 
lons geniigen. Nur die chemische Analyse des experimentell-geziichteten 
Organismus kann den definitiven Beweis der tatsachlichen Ausschaltung 
des untersuchten Stoffes liefern. 

Die mikrochemische Analyse der auf dem gew6hnlichen Nahrboden 
gezuchteten Drosophila hat einen Natriumgehalt von 581,5mg_ pro 
100 g Trockengewicht ergeben (Mittelwert von sieben Bestimmungen, 
Methode von Me Cance und Shipp). Fiir den Calciumgehalt (nach 
Kramer und Tisdall) war der entsprechende Wert gleich etwa 128,5 mg-°. 
Das Gewicht einer erwachsenen Drosophila-Fliege betragt durch- 
schnittlich 0,70 bis 0,76mg. Bis zum konstanten Gewicht getrocknet 
wiegt sie etwa 0,15 mg. Somit entfallt auf jede Fliege durchschnittlich 
etwa 0,87 y Natrium und 0,19 y Calcium. 

Schon die ersten Versuche haben ergeben, daB bei einer méglichst 
vollstandigen Ausschaltung von Natrium und Calcium aus dem Nahr- 
medium, der Gehalt an denselben auch in der Fliege stark herabgesetzt 
wird. Zu deren Nachweis muBte das sehr empfindliche mikrokristallini- 
sche Verfahren angewendet werden. Um dabei vergleichbare Daten zu 
erhalten, muBte auch an den Kontrollfliegen die Bestimmung beider 
Kationen nach demselben Verfahren vorgenommen werden. Aus dem 
oben Gesagten folgt, daB schon der auf eine einzige Fliege entfallende 
Natrium bzw. Calciumgehalt die Empfindlichkeitsgrenze dieser Methode 
iibersteigt. Wir machten daher den Versuch, die Bestimmung dieser 
Ionen an einer einzelnen Fliege durchzufiihren. Das gelang uns, nachdem 
wir alle nétigen oben erwahnten VorsichtsmaBnahmen getroffen haben. 

Die Natriumprobe fiel dabei in samtlichen Versuchen positiv aus 
(sieben Bestimmungen). Bei der Untersuchung der experimentell 
geziichteten Fliegen wurden mehrere Fliegen zusammen verascht, 
ihre Asche gelést und bis auf dasselbe Volumen wie bei der Kontroll- 
fliege (i.e. bis auf einen Tropfen) konzentriert. Es galt festzustellen, 
wieviel Fliegen zu veraschen sind, damit bei der Natriumbestimmung 
die Schwelle der mikrokristallinischen Methode iiberschritten wird 
(wie wir sahen, reicht dazu die Asche einer einzelnen Kontrollfliege aus). 
Die Bestimmung wurde stets in solcher Weise durchgefiihrt, daB zugleich 
mit dem eigentlichen Experiment ein Parallelversuch an einer Kontroll- 
fliege, sowie ein ,,blinder Versuch’ zur Priifung der Reinheit der be- 
nutzten Reagenzien vorgenommen wurde. 

Bei Veraschung von fiinf Fliegen waren die Ergebnisse stets negativ. 
Auch in der Asche von zehn Fliegen erreichte der Natriumgehalt den 
Schwellenwert noch nicht: von den sieben diesbeziiglichen Versuchen 
bildeten sich in den meisten Fallen keine Natriumkristalle (vier Ver- 
suche) ; in zwei Fallen waren die Ergebnisse undeutlich und nur in einem 
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Falle war die Reaktion positiv. Nur bei Veraschung von 20 Fliegen war 
die Reaktion auf Natrium deutlich positiv — ahnlich wie bei der einzelnen 
Kontrollfliege. Es darf somit als festgestellt gelten, daB wir den 
normalen Natriumgehalt der Drosophila-Fliege um etwa 95°, kiinstlich 
herabgesetzt haben. In den Fliegen des Experiments verblieb nur ein 
unbedeutender Teil des urspriinglichen Natriumgehalts (etwa 5°, oder 
wenig dariiber). Wir haben keinen Grund anzunehmen, daB hiermit 
eine stabile Grenze erreicht worden ist, die bei Verwendung von 
feagenzien gréBerer Reinheit nicht weiter hatte herabgesetzt werden 
k6nnen. 

Die Calciumuntersuchung, bei der ahnliche VorsichtsmaBbregeln 
getroffen wurden, fiihrte zu noch deutlicheren Ergebnissen. Die Asche 
einer gewohnlichen Drosophila-Fliege ergibt stets eine deutliche positive 
Calciumreaktion: die Bildung von zahlreichen Calciumkristallen (vier 
Bestimmungen). In den Fliegen des Versuchs laBt sich dagegen auch bei 
Veraschung von zehn Fliegen kein Calcium nachweisen. In der Asche 
von 20 Fliegen bilden sich in den meisten Fallen Kristallchen von 
Calcium; es erreicht also der Calcitumgehalt die Empfindlichkeitsgrenze 
der Methode. Da in einer normalen Fliege der Calciumgehalt offenbar 
bedeutend gréBer ist, gingen wir daran, denselben niaher festzustellen. 
Es wurde dazu die Asche einer normalen Fliegp in einem etwas gréBeren 
Flissigkeitsvolumen gelést und nur ein Viertel davon zur Calcium- 
bestimmung genommen. Die Ergebnisse waren auch in diesem Falle 
positiv: in einem Viertel einer normalen Fliege lieB sich stets (in vier 
Versuchen) eine eben noch fabbare Menge Calcium nachweisen. Die 
Ergebnisse dieser Versuche zusammenfassend, weisen wir darauf hin, 
daB es méglich ist, etwa 99°% des normalen Calciumgehalts aus der 
Fliege zu beseitigen, d. h. denselben auf ein duBerst niedriges Niveau 
(etwa 1% seines urspriinglichen Wertes) herabzusetzen. Somit ist bei 
Drosophila der Gehalt an Natrium- und Calciumionen nicht starr 
fixiert, sondern JaBt sich experimentell weitgehend veraindern bzw. bis 
auf analytisch kaum faBbare Spuren herabsetzen. Hs ist mdglich, etwa 
95% Natrium und 99% Calcium aus dem lebenden Organismus zu ent- 
fernen. Trotz dieser fast vollstandigen Beseitigung dieser wichtigsten 
mineralen Bestandteile lassen sich die Fliegen ungestért weiter ziichten 
(wir haben sie im Laufe von drei Generationen verfolgt), ohne in ihrer 
Beweglichkeit, Fortpflanzungsfahigkeit usw. merkbare Abweichungen 
von der Norm aufzuweisen. 


Dieses unerwartete Ergebnis steht in schroffem Gegensatz zu den 
gelaufigen Vorstellungen von den physiologischen Ionenwirkungen und 
der ionalen Zusammensetzung des tierischen Gewebes. Es wird allgemein 
angenommen, da Natrium- und Calciumionen fiir jeden tierischen 
Organismus unentbehrlich sind, dab ihnen insbesondere bei der Nerven- 
tatigkeit und der Muskelkontraktion eine ausschlaggebende Rolle zukommt. 
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Der gréBte Teil des Natriums befindet sich bekanntlich nicht in der 
Muskelfaser selbst, sondern auBerhalb derselben im Blute und in der 
Gewebelymphe. Diesen Gegensatz zwischen dem lonenbestand des 


Zellinnern und dem der auBeren Lésung, dem Ionenaustausch zwischen 
beiden spricht die Ionenphysiologie eine grundlegende Bedeutung beim 
Zustandekommen der Muskelkontraktion zu. Demgegeniiber haben wir 
hier einen Organismus, der fast vollsténdig von seinem Natrium- und 
Calciumbestand befreit ist und trotzdem seine normale Erregbarkeit und 
Beweglichkeit behalt. 

Hat die von uns experimentell erzeugte Natrium- und Calcium- 
verarmung eine minimale Grenze, unterhalb der die Spuren dieser 
Ionen sich nicht mehr beseitigen lassen ? Oder erscheint vielmehr diese 
Grenze lediglich durch den Wirkungsgrad unserer Methode bestimmt, 
und verliert der nach den Untersuchungen von Loeb so entscheidende 
Ionenquotient hier seine Bedeutung? In einer weiteren Untersuchung 
hoffen wir diese Frage beantworten zu kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode beschrieben, welche erlaubt, die Mineral- 
ernahiung von Drosophila, insbesondere ihre Natrium- und Calcium- 
aufnahme, mit gréBter Prazision zu verfolgen. 

2. Mit Hilfe dieser Methode wird festgestellt, daB der Gehalt des 
tierischen Organismus an Natrium und Calcium weitgehend variiert 
werden kann. Der weitaus gréBte Teil dieser lonen (etwa 95°, Natrium 
und 99°, Calcium) laBt sich aus dem Organismus beseitigen, ohne dessen 
Lebensfahigkeit und Beweglichkeit zu beeintrachtigen. 

3. Die Bedeutung dieser Ergebnisse fiir die lonenphysiologie der 
Nerv-Muskelfunktion wird diskutiert. 
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Uber die Lichtabsorption der Kohlenoxydhimochromogene. 


Von 
Stefan Schénberger. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl.-ungar. Universitat 
in Budapest.) 
(Eingegangen am 28. April 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Jdderholm} beschrieb als erster, daB das Spektrum des aus einer 
Blutlésung bereiteten ,,Kohlenoxydhamatins*’ dasselbe Absorptions- 
spektrum besitzt, wie das Kohlenoxydhamoglobin, nur sind die beiden 
Absorptionsstreifen bedeutend schwacher als diejenigen des Kohlenoxyd- 
hamoglobins. Hoppe-Seyler? gab spiter an, dab sein Hamochromogen, 
welches aus gelésten Oxyhaimoglobinkristallen dargestellt und mit 
Kohlenoxydgas gesattigt wurde, dasselbe Spektrum zeigt wie das 
Kohlenoxydhimoglobin, und zog aus diesem Befund den SchluB, dab 
,im kristallisierten Kohlenoxydhamoglobin und im Farbstoff der Blut- 
kérperchen eine bestimmte Atomgruppe enthalten ist, welche das 
Kohlenoxyd gebunden halt, welche ferner durch die Lichtabsorption 
ausgezeichnet ist, die auch nach Abspaltung des Albuminats im Kohlen- 
oxydhimochromogen unverandert fortbesteht“. Seit den Arbeiten von 
Anson und Mirsky wissen wir aber, daf das Hamochromogen kein 
Spaltprodukt des Hamoglobins ist, sondern ein Koppelungsprodukt des 
Hams mit irgendeiner stickstoffhaltigen Base. Jdderholms Kohlenoxyd- 
hamatin und Hoppe-Seylers Kohlenoxydhamochromogen sind daher 
als Kohlenoxyd-Globin-Hamochromogene zu betrachten. 

Nun beschrieb weiterhin Preg/*, da das Spektrum einer Verbindung, 
die wir heute als Kohlenoxyd-Hydrazin-Hamochromogen bezeichnen, dem 
Spektrum des Kohlenoxydhimochromogens ahnlich ist. Hill? schreibt in 
einer Arbeit, daB8 die Absorptionsstreifen des Kohlenoxyd-Pyridin-Himo- 
chromogens an den Stellen 576,2 und 538,5 my liegen; an denselben Stellen 
liegen auch die Absorptionsstreifen seines Kohlenoxydhimochromogen- 
methylesters. 

Da obige Probleme in der Literatur 6fters gestreift, nie aber streng 
quantitativ untersucht wurden, schien es von Interesse zu sein, fest- 
zustellen, welche Beziehungen in Bezug auf Lichtabsorption zwischen den 
Kohlenoxydverbindungen 1. des Haims, 2. der Hdmochromogene, d.h. 


1 Zitiert nach Malys Jahresber. 1874, 8.102. — ? Hoppe-Seylers 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 13, 493, 1889. — * Ebenda 44, 175, 1905. — 
4 Proc. Roy. Soc. B. 100, 419, 1926. 











de 
be 


dis 
sp 
ni 
E: 
Di 


ha 


sta 
in 

ko 
Ke 
(s. 
de: 


we 
die 


mi 
An 
ein 
un 
der 
Ko 
bes 


All 


Sel 
Na 
vel 
mit 
wa 
ha 
ves 
ha 
We 
Ha 
ger 
mo 

















Lichtabsorption der CO-Hamochromogene. 429 


des mit irgendeiner stickstoffhaltigen Base gekoppelten Hams, und 


3. des Hdmoglobins, d.h. des mit nativem Globin gekoppelten Hams 


bestehen. 

Die oben erwahnten Autoren beschrankten sich ausschlieBlich auf 
die Ermittlung der Lage der Absorptionsmaxima. Das Absorptions- 
spektrum eines Farbstoffs ist aber mit der Lage der Absorptionsmaxima 
nicht gentigend scharf charakterisiert, wohl aber durch die spezifischen 
Extinktionskoeffizienten, ermittelt an mehreren Stellen des Spektrums. 
Dies gilt beziiglich der in Frage stehenden Kohlenoxydverbindungen, 
um so mehr, als nach Jdderholm zwischen Kohlenoxydhimoglobin und 
..Kohlenoxydhamin“ nur in der Héhe der Extinktionskoeffizienten 
Unterschiede bestehen. Die Aufgabe dieser Arbeit sollte es sein, die 
Lichtabsorption des Kohlenoxydhamoglobins und einiger Kohlenoxyd- 
himochromogene spektrophotometrisch zu ermitteln und somit die 
Beziehungen der obengenannten Verbindungen zueinander zu klaren. 


Methodik der Versuche. 


1. Kohlenoxydhdmoglobin. Eine abgewogene Probe eines nach Will- 
stdtter und Pollinger dargestellten Pferdeoxyhimoglobinkristallbreies wurde 
in 0,1°% iger Sodalésung gelést; die Lésung wurde mit aus Ameisenséure und 
konz. Schwefelsiure dargestelitem und in 5°jiger Natronlauge gereinigtem 
Kohlenoxydgas  gesattigt und nachher spektrophotometrisch untersucht 
(s. weiter unten). Die Konzentration der Lésungen wurde durch Bestimmung 
des Trockensubstanzgehaltes der abgewogenen Kristallbreimengen ermittelt. 

2. Kohlenoxyd-Globin-Hdmochromogen. Aus demselben  Kristallbrei, 
welcher als Ausgangsmaterial zu meinen Kohlenoxydhamoglobinpraparaten 
diente, wurde eine genau abgewogene Probe in 0,1°Giger Sodalésung gelést, 
1/,ccm einer 40° igen Natronlaugelésung zugefiigt, auf 100 ccm verdiinnt, 
mit Na,S,O, in Subst. reduziert, '/, Stunde lang stehengelassen, nun die 
Anwesenheit des charakteristischen Hamochromogenspektrums  mittels 
eines Handspektroskops festgestellt, mit Kohlenoxydgas wie oben gesittigt, 
und gleich nachher spektrophotometrisch untersucht. Die Konzentration 
der Lésungen wurde ahnlich den Kohlenoxydhamoglobinlésungen bestimmt. 
Kohlenoxydhamochromogenlésungen sind gegeniiber Luftsauerstoff un- 
bestandig, denn nach einiger Zeit werden die roten Lésungen braun und das 
Alkalihimatin- bzw. das Paraharnatinspektrum erscheint. 

3. Kohlenoxyd-Albumin-Hdmochromogen. Eine abgewogene Menge 
Schalfejeffschen Hamins, dargestellt aus Pferdehamoglobin, wurde in n/10 
Natronlauge gelést und mit geniigender Menge einer Serumalbuminlésung 
versetzt, die aus globulinfreiem Pferdeserum durch wiederholtes Aussalzen 
mit Na,SO, und vierwéchiger Dialyse gegen dest. Wasser hergestellt worden 
war. Diese Lésung wurde wie oben mit Na,S,O, in Subst. in Albumin- 
hamochromogen iiberfiihrt, auf der beschriebenen Weise mit Kohlenoxydgas 
gesittigt und spektrophotometrisch untersucht. Um mit Kohlenoxyd- 
himoglobin bzw. mit Kohlenoxyd-Globin-Hamochromogen vergleichbare 
Werte der spezifischen Extinktionskoeffizienten zu erhalten, wurde die 
Haminkonzentration der Lésungen auf Hamoglobinkonzentration um- 
gerechnet (die prosthetische Gruppe betragt namlich 4° des Hamoglobin- 
molekiils). 
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1. Kohlenoxyd-Ammoniak-Hdadmochromogen. Wird ~~ Schalfejeffsches 
Hamin in konz. Ammoniak gelést, mit Na,S,O, reduziert und mit Kohlen- 
oxydgas gesittigt, so fallt ein violettroter Niederschlag aus, welcher an der 
Luft rasch oxydiert wird und sich in Methylalkohol gut lést. Kohlenoxyd- 
Ammoniak-Hamochromogen wurde auf folgende Weise dargestellt. Eine 
abgewogene Menge von Schalfejeffschem Hamin wurde in konz. Ammoniak 
und Methylalkohol (1: 1) gelést, mit alkalischer Na,S,O,-Losung in Hamo- 
chromogen iiberfiihrt, mit Kohlenoxydgas gesittigt und einer spektro- 
photometrischen Untersuchung unterworfen. Die Konzentration der 
Lésungen wurde wie beim Kohlenoxyd-Albumin-Himochromogen auf Hamo- 
globinkonzentration umgerechnet. 

5. Kohlenoxydham. Schalfejeffsches Hamin wurde in n/10 Natronlauge 
und Methylalkohol (1:1) gelést, mit alkalischer Na,S,O0,-Lésung reduziert 
und mit Kohlenoxydgas gesiattigt. Die Lage der Absorptionsmaxima wurde 
mittels eines Zeissschen Gitterspektroskops festgestellt. 

Die Verbindungen sub 1, 2, 3, 4 wurden mittels eines von Martens 
und Grinbaum modifizierten Kénigschen Spektrophotometers untersucht, 
der neu justiert und mit der Newmannschen Methode! neu kalibriert wurde. 
Als Lichtquelle diente eine Metallfadengliihlampe im Milchglasgehiuse. Der 
Objektivspalt war im kurzwelligen Teil des Spektrums 0,3 mm, sonst aber 
0,1 mm breit. Der Okularspalt wurde so gewahlt, daB er im roten Teil des 
Spektrums 15 my, im griinen, bzw. im blauen Teil 5my betrug. 


Versuchsergebnisse. 
I. Das Absorptionsspektrum des sodaalkalischen Kohlenox ydhadmoglobins. 


Es herrschen in der Literatur iiber das Absorptionsspektrum des 
Kohlenoxydhaimoglobins, was die Héhe und Lage der Absorptionsmaxima 
anbelangt, gewisse Meinungsverschiedenheiten, auf welche hier nur kurz 
eingegangen werden soll. Ich verweise auf die Arbeiten von Sebesta® und 
Sebesta und Herzog*®, Kennedy*, Newcomer’ und Haurowitz® fanden die 
Absorptionsmaxima des Kohlenoxydhimoglobins an den Stellen 570,0 und 
540,0 my bzw. 570,0 und 538,0 my bzw. 570,0 und 540,0 mu, und die 
dazugehérigen Extinktionskoeffizienten héher als diejenigen des Oxyhimo- 
globins an den Stellen der Maxima. Dagegen fand Sebesta und Sebesta 
und Herzog die Absorptionsmaxima bei 566,0 und 538,0 mu und die 
dazugeh6érigen Extinktionskoeffizienten niedriger als diejenigen des Oxy- 
hamoglobins. Da aber Sebesta und Sebesta und Herzog in neutraler, Hauro- 
witz in sodaalkalischer Lésung arbeiteten, konnte die Frage nicht von der 
Hand gewiesen werden, ob die erwahnten Unterschiede nicht durch dic 
Verschiedenheit der benutzten Lésungsmittel verursacht worden waren. Nachdem 
ich die Hamochromogene naturgeméB in alkalischer Lésung untersuchte, 
war ich genétigt, auf die Entscheidung dieser Frage besonderen Wert zu legen. 

In nachstehender Tabelle I sind die von mir in sodaalkalischer 
Lésung ermittelten spezifischen Extinktionskoeffizienten des Kohlen- 
oxydhdmoglobins nebst den von Sebesta und Herzog gefundenen Mittel- 
werten von neutralen Kohlenoxydhémoglobinlésungen eingetragen. 


! Diese Zeitschr. 208, 248, 1932. — #? Ebenda 260, 187, 1933. — 
3 Ebenda 267, 157, 1933. — 4 Amer. J. of Physiol. 79, 346. — 5 J. of biol. 
Chem. 37, 265, 1919. — ® Zeitschr. f. physiol. Chem. 151, 133, 1926. 
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S. Schoént erger: 


Es ist aus Tabelle I ersichtlich, 1. daB das Maximum des «-Streifens 
des sodaalkalischen Kohlenoxydhamoglobins bei 566,83 mu dasjenige 
des f-Streifens bei 536.1 mu liegt, also an denselben Stellen, wo es von 
Sebesta und Herzog in neutraler Lésung gefunden wurde. Auch Hari! 
fand beim Oxyhaimoglobin die Maxima an denselben Stellen, gleich- 
giiltig ob sie in neutraler oder aber in sodaalkalischer Lésung untersucht 
worden waren. 

Die verschiedene Lage der Maxima bei Sebesta und Sebesta und 
Herzog gegeniiber Kennedy, Newcomer und Haurowitz kann also nicht 
auf die Verschiedenheit der Lésungsmittel zuriickgefiihrt werden. Es soll 
aber betont werden, daB es bei einer flachen Kurve, mit welcher wir im 
Falle des Kohlenoxydhamoglobins zu tun haben, ,,sehr schwer fallt je 
einen Punkt in der Mitte der Kuppen als den der maximalen bzw. 
.minimalen Absorption zu bezeichnen?*. Wabhrend wir bei einer steilen 
Kurve einer Verschiebung von lmy in der Lage des Wendepunkts 
Bedeutung beimessen, so kénnen wir bei einer flachen Kurve einer 
gréBeren Verschiebung durchaus nicht dieselbe Bedeutung zuschreiben. 
Die Differenzen, die zwischen Sebesta, Sebesta und Herzog und meiner 
Arbeit einerseits, und Kennedys, Newcomers und Haurowitzs Arbeiten 
anderseits tatsdchlich bestehen, sind von solcher GréBenordnung, dab 
sie auch von der unvermeidbaren Ungenauigkeit der Bestimmungen an 
einzelnen Stellen des Spektrums herriihren kénnen. 

2. Die Absorptionskurve des Kohlenoxydhaimoglobins in soda- 
alkalischer Lésung verléujt im Durchschnitt um 3,9°%, héher als diejenige 
des Kohlenoxydhdimoglobins in neutraler Lésung. Obzwar dieser Unter- 
schied innerhalb der Fehlergrenzen liegt, glaube ich doch in dieser 
Differenz einen Unterschied in der Lichtabsorption von neutralen und 
sodaalkalischen Kohlenoxydhamoglobinlésungen erblicken zu k6énnen, 
da a) die Mittelwerte der einzelnen in neutralen Lésungen untersuchten 
Praparate gegeniiber denjenigen in sodaalkalischem Milieu an sdmilichen 
von mir untersuchten Stellen des Spektrums tiefer liegen, b) alle meine 
Einzelwerte — in Ubereinstimmung mit Haurowitz — iiber den 
Durchschnittswerten von Sebesta und Sebesta und Herzog liegen. Dem- 
entsprechend liegen auch die Maxima des Kohlenoxydhamoglobins in 
sodaalkalischer Lésung hoéher als die alkalischen Oxyhamoglobinmaxima 
von Hari; c) da Hari am Oxyhamoglobin ahnliche Unterschiede in 
ahnlicher GréBenordnung fand. Die Héhe der Lichtabsorptionskurve des 
Kohlenoxydhdmoglobins ist also vom Lésungsmittel abhdangig. 

3. Gegeniiber dem Hiifnerschen Quotienten der neutralen Kohlen- 
oxydhamoglobinlésung, der 1,10 betragt, ist der der sodaalkalischen 
Lésung 1,06. Dies riihrt von den oben beschriebenen kleinen Unter- 
schieden im Verlauf der Absorptionskurven her. 


1 Diese Zeitschr. 95, 257, 1919. — * Ebenda 260, 190, 1933. 





Lichtabsorption der CO-Hémochroimogene. 


Il. Das Absorptionsspektrum eigen, Kohls nox ydhamochromogene. 

In der Tabelle Il sind die spezifischen Extinktionskoeffizienten einiger 
Kohlenoxydhdmochromogene nebst den Mittelwerten der spezifischen Extink- 
tionskoeffizienten der sodaalkalischen Kohlenoxydhamoglobinlésungen aus 
Tabelle I eingetragen. 

Aus Tabelle IT ist ersichtlich, daB 1. die Mittelwerte der spezifischen 
Extinktionskoeffizienten des Kohlenoxyd-Globin-Hamochromogens und 
diejenigen des Kohlenoxydhimoglobins bis auf den herkémmlichen 
Unterschied von etwa 5%, tiberein- 





stimmen; 2. dab der Hiifnersche 
Quotient des Kohlenoxydhamochro- 
mogens 1,06 betragt, also mit dem- 
jenigen des sodaalkalischen Kohlen- 
oxydhimoglobins identisch ist, und 
3. daB die spezifischen Extinktions- 
koeffizienten des Kohlenoxyd-Albumin- 
Hamochromogens und die des Kohlen- 
oxyd - Ammoniak - Hamochromogens, 
ferner deren Hiifner sche Quotienten mit 
denjenigen des Kohlenoxyd-Globin- 
Hamochromogens iibereinstimmen. 
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Speiitische Extinktonshoefizienten 
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Die Verteilung der Differenzen 
innerhalb der oben erwahnten Fehler- 
grenzen zeigt indessen einen systema- 
tischen Verlauf, indem in der Gegend 
des ersten Maximums die Extinktions- 
koeffizienten der Kohlenoxydhamo- , 520 SOO ee 
chromogene durchweg etwas tiefer liegen 
als die des Kohlenoxydhamoglobins; in 
der Gegend des Minimums dagegen liegen die Extinktionskoeffizienten 
des Kohlenoxydhamochromogens héher als die des Kohlenoxydhaimo- 
globins. Nun zeigte Warburg und Negelein}, daB das Kohlenoxyd- 
Pyridin-Hamochromogen und das Kohlenoxyd-Nicotin- Hamochromogen 
beim Belichten in Kohlenoxyd und Pyridin- bzw. Nicotin-Hamochro- 


—— £0-Hamoglobin 


<< = Hamochromagen 





Abb. 1. 


mogen zerfallen. Es kann also angenommen werden, daB wahrend 
der Belichtung irgendeiner Kohlenoxydhamochromogenlésung in einem 
gegebenen Zeitpunkt im allgemeinen zwei Spektra nebeneinander be- 
stehen, das des Kohlenoxydhamochromogens und das des Hamo- 
chromogens. 

Wahrend der spektrophotometrischen Untersuchung, in der das 
Kohlenoxydhamochromogen wenigstens eine !/, Stunde lang belichtet 


wird, besteht also durchweg die Méglichkeit, dab neben dem Kohlenoxvd- 


1 Diese Zeitschr. 200, 414, 1928. 
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hamochromogenspektrum wenigstens spurenweise auch das Spektrum 
des Hamochromogens auftritt. Dann aber miissen, wie aus Abb. 1 
hervorgeht, die Kohlenoxydhamochromogen-Extinktionskoeffizienten, 
infolge der Uberlagerung des Hamochromogenspektrums bis etwa 
566,0 my. den Kohlenoxydhamoglobin-Extinktskoeffizienten gegeniiber 
tiefer sein, in der Umgebung von 566,0 my miissen die Differenzen 
verschwinden, zwischen 560,0 und 550,0my miissen die Kohlenoxyd- 
hamochromogenwerte den Kohlenoxydhamoglobinwerten gegeniiber 
erhéht sein, und von hier an miissen die beiden Absorptionskurven 
ungefahr gleich verlaufen. Die Werte der Tabelle I] beweisen aber 
vollstandig diese Annahme; die oben beschriebene systematische 
Differenz rihrt also von der Uberlagerung des sich wahrend der Be- 
lichtung bildenden Hamochromogenspektrums im Kohlenoxydhémo- 
chromogenspektrum her. 

Da nun die systematischen Abweichungen im Verlaufe des Ab- 
sorptionsspektrums gedeutet werden konnten, kénnen wir mit vollem 
Rechte behaupten, daB das Absorptionsspektrum des Kohlenoxyd- 
haimochromogens im untersuchten, sichtbaren Gebiet des Spektrums mit 
dem des sodaalkalischen Kohlenoxydhimoglobins identisch ist. 


Ill. Das Absorptionsspektrum des Kohlenoxydhdms. 

Diese Verbindung, welche nach der schon oben im methodischen 
Teile sub5 beschriebenen Weise dargestellt wurde, besitzt ein Spektrum 
mit zwei Absorptionsstreifen; der «-Streifen ist weit dunkler als der 
f-Streifen, dagegen breiter als der «-Streifen des Hamochromogens. Die 
Absorptionsmaxima wurden an den Stellen 530,0 und 560,0my gefunden. 
Da diese Tatsache schon geniigend ausreicht um die Verschiedenheit 
dieser Verbindung von den Kohlenoxydhamochromogenen festzustellen, 
habe ich mich damit begniigt, bloB die Lage der Maxima zu bestimmen. 


Diskussion. 


Hoppe-Seylers Ansicht iiber Kohlenoxydhamochromogen mub 
demnach den neueren Ergebnissen wie folgt angepaBt werden. Sowohl 
das mit einer stickstoffhaltigen Base gekoppelte Haim, wie das un- 
gekoppelte Ham verfiigt iiber eine Atomgruppe, die Kohlenoxydgas zu 
binden vermag. Die Atomgruppe aber, die das Absorptionsspektrum 
verursacht, kann bei dem mit einer stickstoffhaltigen Base gekoppelten 
und bei einem nicht gekoppelten Kohlenoxydham nicht die gleiche sein, 
weil eben ihr Absorptionsspektrum verschieden ist; dagegen sind die 
die Lichtabsorption bestimmenden Atomgruppen der gekoppelten 
Kohlenoxydhame, sei es mit nativem Globin zu Kohlenoxydhamoglobin, 
sei es mit denaturiertem Eiweif zu Kohlenoxyd-Globin- bzw. Albumin- 
Hamochromogen, sei es mit Ammoniak zu Kohlenoxyd-Ammoniak- 
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Hamochromogen gekoppelt, die gleichen. Wie bekannt, verbindet sich 
auch Ham mit verschiedenen stickstoffhaltigen Substanzen zu Hamo- 
chromogenen, die ein fast identisches Spektrum. aufweisen. 

Das native Globin hat Ham gegeniiber eine Sonderstellung, sowohl 
in bezug auf Lichtabsorption, wie auch in der sogenannten ,,Stabili- 
sierungswirkung’, wie dies bereits von Fischer, Treibs und Zeile! 
hervorgehoben wurde, indem es mit Ham gekoppelt, das reduzierte 
Hamoglobinspektrum und nicht das Himochromogenspektrum ergibt, 
und andererseits die Fahigkeit besitzt, das Hameisen auch in An- 
wesenheit von Luftsauerstoff in der zweiwertigen Form zu halten. Aus 
meinen Versuchsergebnissen geht dagegen hervor, daB sich das native 
Globin dem Kohlenoxydhim gegeniiber etwas anders verhalt, als dem 
Ham gegeniiber; es hat namlich nicht die Fahigkeit mit jenem, ein 
dem reduzierten Hamoglobin entsprechendes spezifisches Absorptions- 
spektrum zustande zu bringen, denn wie gezeigt, hat Kohlenoxyd- 
himoglobin das gleiche Absorptionsspektrum wie Kohlenoxydhimo- 
chromogen. Die ,,Stabilisierungswirkung* ist dagegen erhalten; dieser 
kann es zugeschrieben werden, daB das Kohlenoxydhamoglobin an der 
Luft bestindig ist, daB sich das Kohlenoxydhimochromogen dagegen 
— mit demselben Absorptionsspektrum — sobald das Reduktionsmittel 
durch Luftsauerstoff reoxydiert wird, sofort in Alkalihamatin bzw. 
Parahamatin umwandelt. 


Zusammenfassung. 

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, 1. daB die Lage der 
Absorptionsmaxima des neutralen bzw. sodaalkalischen Kohlenoxyd- 
hamoglobins identisch ist; 2. da die Absorptionskurve des soda- 
alkalischen Kohlenoxydhimoglobins dagegen im Durchschnitt um 
3,9°% hodher verliuft als die des neutralen Kohlenoxydhamoglobins ; 
3. daB die Absorptionskurven der untersuchten Kohlenoxydhamo- 
chromogene und des sodaalkalischen Kohlenoxydhaimoglobins denselben 
Verlauf haben; 4. es wurden ferner einige Eigenschaften des Haims sowie 
des Kohlenoxydhams mit stickstoffhaltigen Substanzen, in erster Linie 
nativem Globin gegeniiber, besprochen. 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 195, 1, 1931. 





Stufenphotometrische 
Bestimmung von Phosphor in kleinen Blutmengen. 


Von 
Sture A. Siwe. 
(Aus der Universitatskinderklinik in Lund.) 
(Eingegangen am 2. Mai 1935.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Beim Studium der im Entstehen und der im Ausheilen begriffenen 
Rachitis erwies es sich als notwendig, eine Methode zur Phosphor- 
bestimmung zu finden, bei der die erforderlichen Blutmengen so klein 
wie méglich sind, am besten 0,1 bis 0,05 cem Serum. Dasselbe Bediirfnis 
machte sich geltend, als wir eine Vorstellung iiber den Zusammenhang 
des Kalkspiegels mit dem Phosphorgehalt des Blutes zu gewinnen ver- 
suchten. Mit Hilfe dieser Methode miiBte mit einer Sicherheit von 

5° eine Phosphormenge von 5 bis 1 mg-°,, bestimmt werden kénnen. 
Die bei uns als Routinemethode angewandte titrimetrische Methode, den 
saureléslichen Phosphor zu bestimmen (in der Hauptsache laut /versen 
nach Neubergs Prinzip), soweit zu verfeinern, erschien mir sehr schwierig 
— und erwies sich bei Versuchen bisher als unméglich —, besonders 
da das Auswaschen bei dieser Methode, trotz verbesserter Technik 
(Odin, Widmark-Wahlquist), ziemlich beschwerlich sein kann und bei so 
kleinen Mengen wohl notwendig relativ bedeutende Verluste mit sich 
bringen muB. Zweckdienlicher erschien mir eine Anwendung der 
kolorimetrischen Methoden, wobei jedoch nur der Phosphatphosphor 
(oder der totale nach der Verbrennung) bestimmt wird. Indessen ist es 
ja, soweit wir wissen, eigentlich der Phosphatphosphor, der bei den 
obengenannten pathologischen Zustanden wechselt. Insoweit ware die 
Bestimmung dieser P-Fraktion kein direkter Nachteil. Schlimmer 
erschien mir der Umstand, daB die iiblichen kolorimetrischen Methoden 
(nach Bell-Doisy und Briggs Modifikation) doch mit bedeutenden Un- 
sicherheitsmomenten arbeiten, besonders bei kleinen Mengen P in saurer 
Lésung. Fiske-Subbarow haben 1925 gerade diese ausfihrlich diskutiert 
und auf Grund ihrer Untersuchungen ein neues Reduktionsmittel, 
Aminonaphtholsulfonsaure (im folgenden ANS. genannt), vorgeschlagen. 
Fiske-Subbarows Methode, die einen Anwendungsbereich von 1 bis 
0,2 mg P hatte, ist 1931 von 7’. Teorell niher erprobt und noch weiter 
verfeinert worden. Durch seine Arbeit wurde eine Bestimmung von 
0.05 bis 0,01 mg P mit einer Genauigkeit von —- 2°, ermdéglicht, d. h. 
eine Bestimmung des P-Gehalts in ungefahr 0,2 ccm Normalserum. 
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Ungefahr ebenso kleine P-Werte und noch kleinere glaubte Warkany 1927 
unter Anwendung eines einfachen Authenriethschen Kolorimeters und 
in der Hauptsache Briggs Methodik bestimmen zu kénnen. Nach 
einigen Wochen Arbeit mit Warkanys Methode und Apparatur gab ich 
diesen Versuch auf, da ich in einem so primitiven Apparat keine zum 
Ablesen geniigend starke Farbung erhalten konnte, und da weiter das 
Bell-Doisysche Prinzip mit Verwendung von Hydrochinon als Reduk- 
tionsmittel nach Fiske-Subbarows Kritik — wenigstens bei kleinen 
Mengen in so stark saurer Lésung — nicht zuverlassig erschien. Dat} 
Warkany jedoch selbst mit den gleichen Schwierigkeiten gekimpft hat, 
geht aus seiner letzten Arbeit 1935 hervor, wo nicht nur eine verfeinerte 
Apparatur, sondern auch ein anderes Reduktionsmittel mit intensiverer 
Farbwirkung aufgenommen worden ist. 

Durch Beihilfe der Stiftung ,,Therese och Johan Anderssons 
Minne* erhielt ich im Jahre 1934 die Méglichkeit, mit Zeiss’ Stufen- 
photometer zu arbeiten, und da Torsten T'eorell schon 1931 eine sorg- 
faltig durchgearbeitete photometrische Methode zur Bestimmung kleiner 
Mengen Phosphor mitgeteilt hat, war es natiirlich, daB ich unter An- 
wendung desselben das gleiche Prinzip, das Fiske-Subbarowsche, be- 
nutzte, diesmal mit der Mikroausriistung des Photometers. Nach 
einiger Ubung mit Apparatur und Methode erwies es sich als méglich 


bis zu 2 mg-%, Phosphor in 0,05 ccm bzw. 1 mg-°%, P in 0,1 ecm Blut 
mit einem Fehler von héchstens + 5%, meist weniger, zu bestimmen. 


Methodik. 

Reagenzien. 1. 12% Trichloressigsiure (Merck). 2. 50°4 reine H,SQ,. 
3. 0,49 Ammoniummolybdatlésung. 4. ANS.-Reagens. 0,5 g trockene 
Aminonaphtholsulfonséure werden in 195 cem 15° ,igem Natriumbisulfit ge- 
lést, mit 5cem Na-Sulfitlbsung versetzt und geschiittelt. Das ANS.- 
Reagens ist von Eimer und Amend zu beziehen eventuell wird es nach 
Subbarows Vorschriften gereinigt. Es lést sich selten vollstandig, weshalb 
der Lésung nachher Na-Sulfit vorsichtig unter Schiitteln zugesetzt wird. 
Die Lésung bleibt 24 Stunden lang stehen und wird dann filtriert. Sie halt 
sich mindestens 1 Woche. 

Apparatur. 1. Pulfrichs Photometer mit Mikroausriistung (Kiivetten 
50 mm lang, Inhalt etwa 1,0 ccm). 2. Kapillarpipetten von 0,05 cem (von 
der Firma F’. C. Jacob, Kopenhagen). 3. Zentrifuge. 

Prinzip. Der Phosphor wird mit Ammoniummolybdat gefalit. 
Das gebildete Phosphomolybdat wird in saurer Lésung reduziert. Die 
entstehende Verbindung hat eine intensive blaue Farbe. Diese wird 
nach emer gewissen Zeit gegen eine Blindprobe bestimmt. Die Zeit 
mub innerhalb bestimmter Grenzen gehalten werden. Da die Reaktion 
offenbar linger andauert, wie Fiske-Subbarow gezeigt haben und Teorel/ 
naher studiert hat, spielt indessen der Sauregrad, ebenso wie die Molyb- 
datkonzentration eine groBe Rolle fiir die Geschwindigkeit der Reaktion 
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sowie fiir die Temperatur. Es galt deshalb, geeignete Konzentrationen 
fiir Saure und Molybdat sowie eine passende Zeit fiir das Ablesen auszu- 
probieren. Fiske-Subbarow selbst geben als geeignete Konzentrationen 
0,25°,, Ammoniummolybdat, 4°, ANS.-Reagens und 0,5n H,SQ, an. 
Teorell gibt 0,38°, Molybdat, 4°, ANS. und 0,71 n H,SO, an. Indessen 
ist dabei nicht die Trichloressigsiure beriicksichtigt worden, die, wenn 
es sich um Serum handelt, als Fallungsmittel verwendet wird. Mit 
Riicksicht darauf, daB die Ausgangsprobe schon stark sauer ist, muB die 
Menge der Schwefelsiure kleiner gewahlt werden (vgl. Fiske-Subbarow). 
Nach einer Reihe von Vorversuchen entschlossen wir uns fiir das Folgende : 

Ausfiihrung. 1. 0,05 cem Serum werden gefillt, indem man sie in 
0,lcem 12% ige Trichloressigsiure bringt. Die Lésung wird gut ge- 
mischt, 15 Minuten lang stehengelassen und dann stark zentrifugiert. 
2. 0,05 cem der klaren Lésung iiber der Fallung werden mit 0,1 cem 
50 %iger H,SO, und 2,3 ccm 0,4°,igem Ammoniummolybdat versetzt. 
Weiter werden 0,1 com ANS.-Reagens zugesetzt. Gut schiitteln. 15 bis 
30 Minuten spiter Ablesen im Photometer gegen Blindprobe, die fiir eine 
ganze Serie von Proben verwendet werden kann, da das Ablesen gleicher 
Farbe nach einiger Ubung sehr schnell geht (drei Ablesungen!). 

Bei der Kolorimetrierung sind verschiedene Filter versucht worden. 
Am geeignetsten erwiesen sich S61 und 872. Im allgemeinen wurde 
S$ 72 (rot) verwendet. 

Resultate. Bei der Benutzung des Stufenphotometers kann man 
natiirlich ganz einfach die den verschiedenen P-Mengen entsprechenden 
Trommelwerte angeben, welche die ‘Lichtdurchlassigkeit in °, im 
Vergleich zur Blindprobe angeben. Zur Kontrolle der Methode ist 
es jedoch einfacher, den Extinktionskoeffizienten ¢ anzugeben, der 
gleich dem negativen Logarithmus der Durchlassigkeit (4) ist, dividiert 
mit der Dicke der Schicht in cm (in unserem Falle 5cem). Die Extink- 
tionskoeffizienten miissen fiir die verschiedenen P-Werte lings einer 
geraden Linie liegen, wahrend die absoluten Trommelablesewerte eine 
bogenférmige Kurve ergeben. Der Extinktionskoeffizient ist der Farb- 
starke, also dem P-Gehalt der Probe, direkt proportional. 





Pp Durchlissigkeit 


; Bemerkungen 
in %; . kung 


68,5 0,165 0.032 
62,5 0,205 0,041 
56.5 0,248 0,050 Betreffs Erklirung der Nomen- 
0,290 0,058 klatur und Diskussion sei 
0.330 0.066 u. a. auf Urbachs Mono- 
0.375 0.075 graphie von 1932 verwiesen. 
0.405 0.081 
0,506 0,101 
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Die Eichkurve des Extinktionskoeffizienten wird aus den Werten 
fur 2, 4 und 6mg-°, berechnet. Die Werte fiir die Durchlassigkeit (°,) 
werden in die bogenférmige Kurve eingezeichnet, die also die direkten 
Ablesewerte angibt. Siehe Abb. 1. 

Nun kann natiirlich keine direkte Kontrolle durch den Vergleich 
mit der bei uns gebrauchlichen /versenschen Bestimmung des saure- 
léslichen Phosphors erwartet werden, da dieser letztere immer gréBer 
ist als der nach Fiske-Sub- 
barow bestimmte Phos- 
074 phat-P. Statt dessen ist, 
jo7# wenn geniigende Mengen 
Serum zur Verfiigung 
standen (von Menschen 
und Tieren), mit Briggs 
G15 Modifikation der  Bell- 
9%  Doisyschen Methode (mit 





G20 


017 


0% 


2ccm Serum) verglichen 
worden. Die Uberein- 
stimmung ist auffallend 
47 gut, auch wenn wir nur 
+070 0,05eem Serum verwen- 
go9 + +=deten. Siehe Abbildung. 
Die Punkte (.) geben 
die Makrowerte nach 
Bell- Doisy-Briggs an. 
9  AuBerdem sind praktisch 
jogos immer  Doppelanalysen 
mit 0,05 und 0,1 ecm vor- 


073 
0,72 


19.08 
007 





04 
genommen worden, und 
3,03 . $t ‘ 
die Ubereinstimmung der- 
selben untereinander war 


gut. 
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mg % P bei 0,05 com barow angegebene, von 

Abb. 1. Eichkurven der Extinktionskoeffizienten fiir Teorell weiter studierte 

den Phosphorgehalt eines Molybdinphosphorsiure- . a 

komplexes, erhalten durch Reduktion mit Amino- Bestimmungsmethode fiir 

naphtholsulfonsiure und der direkten Trommelablese- Phosphor ist fiir die 
werte desselben Komplexes. 


a a a 


Bestimmung des Phos- 
phatphosphors in Serum und Plasma ausgearbeitet worden. Die Farbe 
ist mit Hilfe des Stufenphotometers von Zeiss mit dem Filter S72 bestimmt 
worden. Mit einem Fehler von héchstens + 5°, kann man mit der 
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angegebenen Methodik (Mikroausriistung fiir das Stufenphotometer) 
Phosphatmengen bis | mg-°, in 0,1 cem Serum bzw. 2 mg-°, in 0,05 cem 


Serum bestimmen. Dies bedeutet, da man den Serumphosphor in 


Serienproben schnell man vermeidet die beschwerlichen und zeit- 
raubenden Spiilungen, die Jversens Methode erfordert und ohne 
Anwendung von Standardlésungen zum Vergleichen bestimmen kann. 


Fiir finanzielle Hilfe bei der Anschaffung des Stufenphotometers 
moéchte ich auch an dieser Stelle der Stiftung ,,Therese och Johan Anders- 
sons Minne‘, Karolinska Institutet, Stockholm, herzlich danken. 
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Einige Methoden zur Bestimmung yon Ca in kleinen Blutmengen. 
Von 
Sture A. Siwe. 
(Aus der Universitatskinderklinik in Lund.) 
(Eingegangen am 2. Mai 1935.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei der Diskussion der chemischen Verdnderungen des Blutes bei 
Spasmophilie und Rachitis sind zwar im groBen und ganzen die ersten 
Erfahrungen bestatigt worden, laut welchen sich die erstgenannte 
Krankheit durch niedrige Ca-Werte, die letztere durch niedrige P-Werte 
im Blute auszeichnet. Die weiteren Forschungen auf diesem Gebiete 
haben indessen ergeben, daB gewisse ,,Ausnahmefalle’’ mit unzwei- 
deutigen klinischen Zeichen von Spasmophilie bei ziemlich hohen oder 
geradezu normalen Ca-Werten und ebenso solche mit sicheren klinischen 
und réntgenologischen Zeichen von Rachitis bei normalen P-Werten 
vorkommen. In einer friiheren Arbeit (Siwe, 1934) habe ich diese Falle 
eingehender gepriift und beleuchtet. Es zeigte sich dabei ferner, daB man 
bisweilen Kalkwerte im Blute finden konnte, welche bei bestehenden 
klinischen Symptomen einer manifesten Spasmophilie, die gar nicht 
behandelt worden war, innerhalb relativ kurzer Zeitraume bedeutend 
wechselten (so bei Fall 130, 8S. 176, Siwe, 1934). Man gewann den 
Eindruck, daB der Kalkspiegel des Blutes, wenigstens in den Tetanie- 
fallen, ziemlich leicht beweglich war. Die Frage, ob dies wirklich der 
Fall war, lieBe sich indessen nur entscheiden, wenn man den Kalkgehalt 
des Blutes in kiirzeren Intervallen bestimmen kénnte, d. h. wenn man 
eine’ Methode erhalten kénnte, bei der nur einige Zehntel cem zur Be- 
stimmung benétigt wiirden. 

Bei Versuchen, diese Ausnahmefalle zu erklaren, wahlte man im 
allgemeinen einen der beiden folgenden Auswege: Entweder nahm man 
an, daB die Spasmophilie durch eine andere Krampfkrankheit kompliziert 
sei, oder man wies auch darauf hin, daB nicht der Totalkalk, sondern 
der freie, ionisierte Teil desselben gesenkt sei und so gewissermaBen von 
den Werten des Totalkalkes unabhangig sein kénnte (siehe Brull, 1930). 
Man meinte weiter, daB der Blutkalk dabei nicht, oder doch nicht 
hauptsachlich ausschlaggebend sei. Der Gewebekalk, in erster Linie 
wohl der Kalkgehalt der Gewebefliissigkeiten, spielte ebenfalls mit. 
Schon vor 4 Jahren ist diese Frage des Gewebekalkes vom Verfasser 
zur Untersuchung in der Klinik aufgegriffen worden. Auch diese Unter- 
suchung erforderte eine witkliche Mikromethode, d.h. eine Methode, 
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bei der die erforderliche Menge Ausgangsmaterial 0,1 bis 0,2 cem nicht 
iiberschritt. Sollte man also beziiglich des Verhaltens des Kalkes bei 
Spasmophilie tiberhaupt zu gréBerer Klarheit gelangen kénnen, so 
mute man Methoden haben, welche Bestimmungen von Ca in kleinen 
Mengen Blut, 0,1 bis 0,2 cem, und Fliissigkeit erméglichten. Uber zwei 
solcher Methoden, die 3 Jahre lang erprobt worden sind, soll im folgenden 
berichtet werden. 

Die meisten Ca-Bestimmungsmethoden arbeiten nach zwei Prinzi- 
pien. Nach dem Fallen des Kalkes als Oxalat kann der Oxalsauregehalt 
der erhaltenen Fallung mittels Permanganattitration bestimmt werden 
(Kramer, Tisdall, de Waard). Oder die Fallung kann auch durch Er- 
hitzen quantitativ in Carbonat und Oxyd iberfiihrt werden, diese 
werden in einer bestimmten Menge Saure gelést, und die Titration wird 
mit Hilfe von Lauge ausgefiihrt (Trevan und Bainbridge). Die Technik 
bei der Durchfiihrung beider Prinzipien muB natiirlich in hohem Grade 
verfeinert werden, da es sich um so kleine Mengen wie 0,10 mg Ca pro 
cem in normalem Blute, bis zur Halfte oder einem noch kleineren Teil 
dieses Wertes bei Fallen von Spasmophilie handelt. 

Mit der Bestimmung entsprechend kleiner Mengen von Sauren 
arbeitete man schon auf anderen Gebieten der Chemie, vor allem in der 
Enzymforschung. Besonders Linderstrém-Lang und Holter haben die dabei 
zur Anwendung gebrachte Technik vervollkommnet, und ihre Apparatur 
ist es auch, die im folgenden benutzt worden ist. Fir liebenswiirdiges 
Entgegenkommen bei der Demonstration derselben sage ich auch an 
dieser Stelle dem Direktor des Carlsberg-Laboratoriums in Kopenhagen, 
Prof. Sérensen, und Dr. H. Holter daselbst meinen herzlichsten Dank. 
Mit Hilfe dieser Apparatur ]4Bt sich unter automatischem Umriihren 
eine kontinuierliche (nicht tropfenweise) Titration erzielen. Die 
Apparatur ist bei der Firma F. C. Jacob, Hausmannsplads, Kopenhagen, 
erhaltlich, von der man auch die erforderlichen Kapillarpipetten be- 
ziehen kann. Im iibrigen sei auf die untenstehenden Beschreibungen 
verwiesen. 

Methode I: Die Permanganatmethode. 


Erforderliche Lésungen. Ammoniak, konzentriert. Ammoniumoxalat 
5%. Salpetersiure 25%. Jodkalium 1%. Starke 0,29. Kaliumperman- 
ganat n/100. Natriumthiosulfat n/100. 

Apparatur. Mikrotitrationsapparat nach Linderstrém-Lang-Holter. 
Elektromagnetischer Umrtihrer. Kapillarpipetten von 0,025 und 0,05, 
eventuell 0,1 cem. Probierréhrchen (5 mm Durchmesser, 2 bis 2'/, em Hohe). 

Beschreibung. Man nimmt 0,2 bis 0.3 cem Blut durch Stich in Zehe 


oder Ohr. Dieses wird zentrifugiert. 


Mit einer Kapillarpipette werden 0,05 ccm Serum in ein Kleines 
Probierglaschen gebracht. Ein kleiner Tropfen konzentriertes Ammoniak 
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wird zugesetzt. Dann Erhitzung im Wasserbad auf 50 bis 60°. Schiitteln 
mittels Magnet, der auf das in das Probierglaschen gelegte Eisenkiigelchen 
einwirkt. Dasselbe ist in Glas eingeschmolzen. Unter Erwarmen im 
Wasserbad und wiederholtem Umrihren wahrend 5 Minuten werden 
0,05 cem Ammoniumoxalat zugesetzt. Dabei wird der Kalk als Ca- 
Oxalat gefallt. Die Probe muB dann 2 bis 6 Stunden stehen bleiben. 

Dann wird zentrifugiert, die Fliissigkeit tiber der Fallung wird 
vorsichtig mit einer Pipette entfernt, dann wird mit 0,10 ccm _ eis- 
gekiihltem Wasser zweimal gewaschen, jedesmal wird 15 bis 30 Minuten 
lang zentrifugiert und die Flissigkeit durch eine Pipette so vollstandig 
wie moglich entfernt. 

Nach Zusatz von 0,025 cem HNO, wird die Probe geschiittelt und 
30 Sekunden lang in kochendem Wasser erhitzt. In gewéhnlichen 
Fallen wiirde man hierauf direkt mit KMnO, titrieren koénnen, aber 
erstens greift dies das Quecksilber der Biirette an, und zweitens ist es 
bei diesen verdiinnten Lésungen auch bei der besten Beleuchtung 
unmoglich, die schwache Farbung zu fixieren, weshalb eine konstante 
Menge KMnO,, zweckmaBig 0,05 ccm, zugesetzt wird, worauf man die 
Lésung | bis 1'/, Minuten stehen 1aBt. Dann wird nach Zusatz von 
0,025 cem Jodkaliumlésung mit Natriumthiosulfat titriert, bis die gelbe 
Farbung fast verschwunden ist. Nach Zusatz eines kleinen Tropfens 
Starkelésung wird zu Ende titriert, bis die Blaufarbung verschwindet. 
Dies ]4Bt sich ohne Schwierigkeit beobachten. Blindprobe vor Beginn 
und nach SchluB der Serien. 

Berechnung. Der mit Hilfe der Blindprobe korrigierte Titrationswert 
wird mit 0,4 multipliziert. Das Resultat gibt den Ca-Gehalt in mg-%% an. 

Bei einem Ca-Gehalt > 18 mg-% ist die Menge KMnO, in Probe und 
Blindprobe auf 0,1 cem zu erhéhen. 

Bei diesem Verfahren geht also die gesamte Behandlung der Probe 
in derselben Réhre vor sich. Die Schwierigkeiten, die Ubung erfordern, 
liegen vor allem in den Waschungen. 


Da das Arbeiten mit Permanganatmethoden doch immer gewisse 
Schwierigkeiten bietet, u.a. im Hinblick auf die geringe Haltbarkeit 
und das starke Reaktionsvermégen schwacher Permanganatlésungen, 
wurde auch das andere Prinzip, namlich Ca azidometrisch zu bestimmen, 
versucht. Es zeigte sich, daB auch dieses mit derselben Apparatur 
zufriedenstellende Resultate ergab. 


Methode II: Azidometrische Methode. 


Erforderliche Lésungen. Ammoniak, konzentriert. Ammoniumoxalat 
5°. Salzséure n/100. Natronlauge n/100. Phenolphthalein 1° /¢. 

Apparatur. Wie in Methode 1, doch miissen die Probierréhrchen hier 
aus Supremaxglas sein. AuBerdem passendes Sandbad oder Ofen fiir 550 
bis 600° konstante Temperatur. 








ut 
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Beschreibung. Das Blut wird entnommen. Die Probe wird gemessen 
und Ca wie in Methode I gefallt. Es wird in derselben Weise gewaschen. 
Dann wird im Sandbad oder Ofen auf 550° und nicht iiber 600° erhitzt, 
welche Temperatur !/, Stunde lang beibehalten wird. Dann lat man 
die Probe erkalten. Darauf werden 0,05cem n/100 HCl zugesetzt, 
worauf ! , Minute lang in kochendem Wasserbad erhitzt wird, dann wird 
mit n/l00 NaOH mit einem kleinen Trépfehen Phenolphthalein als 
Indikator bis zur schwachen Rosafarbung titriert. Blindprobe wie 
gewohnlich vor Beginn und nach SchluB der Serie. 

Berechnung. Der mit Hilfe der Blindprobe korrigierte Titrations- 
wert wird mit 0,4 multipliziert. Das Resultat gibt den Ca-Gehalt in 
mg-°% an. 

Die letztgenannte Methode hat insofern bedeutende Vorteile, als 
man die Permanganattitration vermeidet und bloB mit haltbaren 
Lésungen arbeitet. Die Schwierigkeiten dieser Methode liegen teils in 
den Waschungen, teils in der Erhitzung. Wahrend ich mit dieser Methode 
arbeitete, verdffentlichte Nordbé! ahnliche Versuche. Laut Nordbés 
Angabe an dieser Stelle soll Ca-Oxalat bei 400 bis 450° glatt in Carbonat 
iiberfiihrt werden. Dies stimmt nicht, wie mehrere Versuche im Alumi- 
niumthermostaten bei 450° zeigten. Nicht einmal nach 24 Stunden 
bei 450° in einem solchen Thermostaten war eine wesentliche Uber- 
fiihrung zu Carbonat erfolgt; erst 550 bis 600° erméglichten eine quanti- 
tative Uberfiihrung. Dabei tauchte jedoch eine neue Schwierigkeit auf, 
daB naimlich die Fallung das Glas angriff. Dies lieB sich durch Be- 
nutzung von Supremaxglas vermeiden. Es bleibt indessen die Schwierig- 
keit bestehen, daB eine Temperatur tiber 625° auch dieses Spezialglas 
schmelzen JaBt. Man muB die Temperatur daher unter 600° halten. 


Ergebnisse der Analysen. 

Beide Methoden sind 3 Jahre lang neben einer gut eingearbeiteten 
,,.Makro“-Methode (de Waard) in der Klinik und in einer Menge von 
Serienuntersuchungen an Menschen und Versuchstieren erprobt worden. 
AuBerdem sind sie wiederholt von verschiedenen Untersuchenden an 
reinen Lésungen erprobt worden. Die Resultate gehen aus den Kurven 
in Abb. 1 und 2 hervor. Bei wiederholten Analysen derselben Probe 
erhalt man z. B. folgende Serien: 


Mit der Permanganatmethode: 11, 10,6, 11,2, 10,8, 10,9, 11,4, 11, 11,3, 


10,9, 10,8, 11,4, 10,6, 10,8, 11 = 10,97; mit der Maximalabweichung 0.4, 
+ 0,4 = 3,6%. 

Mit der azidometrischen Methode: 8,5, 8.3, 8,6, 8.4, 8,5, 8,9, 8,8, 8,8, 
8,7 = 8.6 und 8,4, 8,9, 8,6, 8,5 8,6; mit einer Maximalabweichung von 


—0,3 + 0,3 = + 3,5%. 


1 Diese Zeitschr. 246, 460, 1932. 
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Da mit so kleinen Mengen in klinischen Fallen immer mehrere 
Proben, gewéhnlich drei, ausgefiihrt und die mittleren Werte berechnet 
werden kénnen, diirfte der Fehler auBer bei sehr niedrigen Ca-Werten 
2 bis 3 mg-°,,), die sehr selten vorkommen, sicher nicht 3°, iibersteigen. 
Bei sehr niedrigen Ca-Werten sollte man die doppelte Menge Serum 
nehmen. Vgl. Abb. 1 und 2, wo die mittleren Werte von zwei Analysen 
mit berechneten Werten verglichen worden sind. 
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Abb. 1. Permanganatmethode fiir reine Abb. 2. Acidometrische Methode mit 
Lisungen gepriift. reinen Lésungen gepriift. 

o Werte der Mikromethode (0,05 cem). 

ea a , Routinemethode (2 cem). 
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Chemische und elektrische Eigenschaften des Bindegewebes. 
Von 


Rudolf Keller. 


(Arbeiten der biologisch-physikalischen Arbeitsgemeinschaft im zoologischen 
Institut der Universitat Prag.) 


(Eingegangen am 11. Mai 1935.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die mineralischen Bestandteile des kollagenen Bindegewebes und 
seine chemische Rolle im Stoffwechsel haben bisher wenig Interesse 
gefunden. Mit Ausnahme von H. Schade (1), der auf Grund von Experi- 
menten die elektive Aufnahme von Natrium durch das kollagene Gewebe 


bewies, aber nur wenig Beachtung gefunden hat, als er demonstrierte, 


daB das Bindegewebe ein wichtiges Organganzes fiir sich ist und daB seit 
Virchow die Kenntnis seiner Funktion kaum fortgeschritten ist und von 
Renaut, der das Bindegewebe die ,,gr6é8te Driise mit innerer Sekretion* 
genannt hat, wird seine Rolle im Stoffwechsel sehr unterschatzt, was 
vielleicht eine Folge seines Namens ist; der Name ,, Bindegewebe**, der 
ihm eine rein mechanische Funktion zuschreibt, ist ungenau und manch- 
mal irrefiihrend, da er fiir manche Strukturen von ausgesprochenem 
chemischen Typus des Kollagens, z. B. fiir das lockere Unterhaut- 
bindegewebe und fiir den Glaskérper des Auges auch auBerlich nicht 
zutrifft. 


Nach der elektrophoretischen Arbeitshypothese bilden die Kollagene 
zusammen mit dem Serum des Blutes und der Lymphe, Liquor und Kammer- 
wasser die negativen Pole des Organismus, die zusammen mit den zahl- 
reichen positiven Polen, Leberparenchym, Muskeln, Pankreas, Epidermis, 
Nierenrinde, roten Blutkérperchen diejenigen Stoffbewegungen leiten, die 
nicht durch mechanische Energien, z. B. durch die Herzarbeit, verursacht 
werden. In der Tat ist schon lange bekannt, da8 die von uns als biologisch 
elektro-positiv bezeichnete Gruppe der Nahrungsbestandteile, Na, Li, 
Chlorid, Bromid, Wasser, Aminoséuren und sauere Farbstoffe von der 
Haut und von anderen Bindegeweben elektiv gespeichert, gelegentlich aber 
auch von ihnen an den Kreislauf zuriickgeliefert werden. 


Die kontrastierenden Aschengehalte des Kollagens. 


Kiirzlich habe ich gemeinschaftlich mit Alepetar(2) an Hand des 
Beispiels der Bindegewebe der Leber, verglichen mit dem Parenchym 
desselben Organs, gezeigt, daB diese beiden Strukturen die antagonistischen 
Stoffgruppen speichern. Am reinsten kann man diese Verhaltnisse an den 
verschiedenen Geweben des Auges analysieren, weil diese chemisch ziemlich 
einheitlich sich verhaltende durchsichtige Strukturen enthalten, wie die 
Linse (+), die Hornhaut (—), die letztere fast aus reinem Bindegewebe 
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bestehend, oder den Glaskérper (—). Alle diese Gewebe enthalten keine 
BlutgefaBe, keine Muskeln, wenig Nerven, keine Lymphe. Nachstehend ist 
ein graphisches Bild der Aschenstoffe aus einer Arbeit von F’. P. Fischer (3) 
iiber den Mineralbestand des Auges reproduziert, das diese Verhaltnisse 
klar tibersehen la8t. Die Stoffe sind nicht nach den beiden elektrischen 
Gruppen geordnet, da diese dem Autor zur Zeit der Fertigstellung der Arbeit 
noch nicht bekannt waren. Um den Kontrast sichtbarer zu machen, hatte 
man die Gehalte an PO, (—), Mg (—) und Ca (+) mit 10 multiplizieren 
miissen. Beim Kalb enthalt die Linse 66 mg-% PO,, 7 mg-°% Mg, 0,5 mg-% 
Ca, der Glaskérper 2 mg-% PO,, 6mg-% Mg, 13 mg-% Ca, die Hornhaut 
49 mg-% PO,, 3mg-% Mg, 7 mg-% Ca. Auch das Wasser stimmt befriedi- 
gend mit dem von F.. P. Fischer mikroelektrometrisch bestimmten Augen- 
gewebspotential iiberein. Die Linse (+) enthalt beim Kalb 67° H,O, der 


Glaskorper (—) 99°, die Hornhaut (—) 84%. 
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Abb. 1. Aschengehalt der Augengewebe nach F. P. Fischer. 


Diese Arbeit von F. P. Fischer am Auge und die Wanderung der 
Salze der Kaliumgruppe nach auBen und der Natriumgruppe nach innen 
in den Versuchen von EF. Wertheimer (4) iiber irreziproke Permeabilitat 
in der Froschhaut, hat auf die Theorie der elektrischen Gruppen gefihrt. 
Als antagonistische Gruppen, genannt ,,Saftegruppe‘ (biologisch +) 
und ,,Gewebssalze‘* (—) waren sie zum ersten Male 1875 von Forster 
(StraBburg) beobachtet und von zahlreichen Nachuntersuchern unter 
Pflanzen- und Tierchemikern immer wieder neu aufgefunden worden. 
Die erste Bezeichnung war ungenau, denn das Bindegewebe enthalt 
mehr die Salze der ,,Saftegruppe*, dagegen sind fast alle tierischen und 
pflanzlichen Safte -— Blutserum, Lymphe, Liquor und Kammer- 
wasser ausgenommen —., also alle Sekrete, ferner die Milch, das Eiweib 
und das Eigelb des Hiihnereies durch die Kaliumgruppe charakterisiert. 
Entscheidend fiir die Aschenzusammensetzung ist immer nur die elek- 
trische Ladung, niemals der feste oder fliissige Aggregatzustand, wie ein 
Blick auf die Zusammensetzung unserer festen Stiitzgewebe Knorpel 
und Cutis der Haut lehrt, die nur die typischen ,,Saftesalze’* Forsters, 
Bunges und Wiechowskis enthalten. Man kann schatzen, daB beim 





Eigenschaften des Bindegewebes. 449 


Menschen 30 bis 35% zu den negativen, also Kochsalz, Wasser und 


Aminosauren speichernden Geweben und Saften gehéren und etwa 60 
bis 65° zu den Speichern fiir Zucker, Glykogen, Harnstoff, Fett, 
basischen Farbstoffen und Salzen der Kaliumgruppe zu zahlen sind. 
Der Rest besteht aus Strukturen vom gemischten Typus, z. B. Lunge 
und Kiemen, Aderhaut des Auges, Ciliarkérper, einzelne Driisen- 
epithelien, die — als Gesamtgewebe betrachtet — keinen deutlichen 
elektrischen Charakter haben; die Lunge und die Kiemen sind als ganzes 
eher negativ (18 Millivolt), der Ciliarkérper mit seinen Granulen mehr 
positiv. 

Die Messungen mit der Mikroelektrode geschehen in unserem Labora- 
torium mit Elektroden aus koaguliertem HiihnereiweiB nach J. Gicklhorn. 
Dadurch wird der Einwand hinfallig, es k6nnten vielleicht px-Differenzen 
bei diesen elektrischen Potentialen mitwirken. Unter dem Mikroskop 
reagieren die meisten elektropositiven Strukturen sauer, also nicht auf 
der Basis von Konzentrationsdifferenzen der Wasserstoffionen. Mit Re- 
duktions- und Oxydationsfarbsteffen verhalten sich die elektropositiven 
Punkte gewéhnlich oxydierend, die negativen reduzierend; F’. P. Fischer, 
der die Gewebe des Auges mit Vitalfarbstoffen differenziert, dann mit 
Goldelektroden elektrisch nachgemessen hat, halt es nicht fiir aus- 
geschlossen, daB die bioelektrischen Potentiale von den Redoxpotentialen 
der Atmung herriihren, Lund und andere amerikanische Autoren vertreten 
eine ahnliche Auffassung, die sehr viel fiir sich hat, aber der Zusammenhang 
ist zur Zeit noch nicht ganz geklart. 

Das Potential des Bindegewebes ist kiirzlich in unserem Labora- 
torium von Spiegl durch Messungen an Driisen mit innerer Sekre- 
tion bestimmt worden (unver6ffentlicht). Es hat sich immer als 
negativ gegeniiber den anderen Organen und oft auch gegeniiber dem 
stark negativen Blut der Arterien und Venen erwiesen, so vor allem 
das Unterhautzellgewebe und die bindegewebigen Kapseln verschiedener 
Organe. Wir haben auch viele kollagene Strukturen gefarbt und aus- 
nahmslos bei Schnittfarbungen elektive Farbung durch elektropositive 
Farbstoffe erzielt. Auch die Begriinder der Vitalfarbung, z. B. Unna, 
haben mit biologisch positiven Farblésungen stets das kollagene Gewebe 
erhalten (5). 

Analysen der iilteren Methodik. 

Die Vertreter unserer Auffassung der biologischen Mineralgruppen sind 
den Leitern des Davoser Hochgebirgsinstituts sehr zu Dank verpflichtet fiir 
ihre ausgedehnten Mineralstoffuntersuchungen. Diese genauen und 
wenn man die nachtragliche Kontrolle nach elektrischen Gruppen als 
Bestatigungen deuten darf — auch sehr zuverlassigen Analysen gewahren 
einen tiefen Einblick in die Wanderungen der Mineralstoffe im gesunden 
und kranken Korper, aber sie sind wie alle zeitgenéssischen Analysen ohne 
jede Riicksicht auf die elektrischen Ladungen der Organteile ausgefiihrt, 
was ihren Ziffern die Autoritat der Unparteilichkeit gegeniiber elektrischen 
Theorien gibt, aber in einzelnen Fallen zu technischen Fehlern gefiihrt hat, 
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die deshalb hervorgehoben werden miissen, weil andere Experimentatoren 
ahnliche Fehler immer wieder begehen. In der Arbeit von Léwy und Cron- 
heim (6) wird beispielsweise die Methodik der Hautuntersuchung so be 
schrieben, daB offenbar durch einen Diener — die Tiere am Riicken 
rasiert und dann ein Stiick der Haut herausoperiert wurde, auf der Innen- 
seite sorgfaltig von allen noch anhaftenden Muskel- und Gewebeteilchen 
befreit, ,,bis tiiberall die sehnig glanzende Cutis frei lag.*‘ Dieses Programm 
haben die Davoser Forscher in einer mustergiiltigen Weise durchgefiihrt, 
nur hie und da scheint der Diener im Ubereifer beim Rasieren den obersten 
(stark anodischen) Teil der Epidermis mit abrasiert zu haben. Bei der 
Durchsicht eiiger Tieranalysen sieht der Kenner der elektrischen Gruppen 
auf den ersten Blick, da bei diesen Tieren die oberste Epidermisschicht 
entfernt worden ist, die Kontrollratte Nr. 1, die als normal bezeichnet wird, 
hat erstens einen abnormalen Mineralgehalt, war also nicht gesund (ahnlich 
auch das ,,Normaltier*‘ A 1), verzeichnet 790 mg-% Chlor ,,Spuren‘’ von 
Kalium, 40,2 mg-°%% Calcium und 380 mg-% Natrium, Ziffern, die man bei 
keinem normalen Tier im Davoser Institut jemals gefunden hat. Auch in der 
Literatur sind selbst fiir die Gesamthaut keine so hohen Werte angegeben. 
Verschiedene Autoren, z. B. Bohnstedt (7), haben versucht, die Epidermis 
und die Cutis getrennt zu analysieren, sie haben aber solche Unterschiede 
nicht erhalten, weil sie ihrem Programm gemaé8 den unteren Teil der Epi- 
dermis (der schon elektronegativ ist) von der Cutis abgetrennt haben. 
Dieser Autor verzeichnet in der Cutis 310, in der Epidermis 607 mg-% K. 


Stoffliche Besonderheiten der Geriistesubstanzen. 


Diese Verhaltnisse sind in friiheren Arbeiten tiber die Haut be- 
schrieben. Die Elektronegativitat der kollagenen Fasern des Binde- 
gewebes — nicht der lebenden Zellen des Bindegewebes, die eine kom- 
plizierte Elektrostruktur besitzen — geht schon daraus hervor, dab 
diese von den Histologen mit angesdéuertem (auf positiv umgeladenem) 
Saurefuchsin dargestellt werden. Séurefuchsin kann man bei Kata- 
phorese unter hoher Spannung je nach der Zugabe von Salzsaure oder 
Ammoniak am negativen oder am positiven Pol erscheinen sehen. Auch 
kann man den Querschnitt eines lebenden Pflanzenzweiges mit diesem 
einen Farbstoff in Kontrastfarbung darstellen, wenn man erst mit 
saurem und nachher mit basischem Zusatz zum Saurefuchsin farbt. 
Niemals erhalt man mit ammoniakalischem Fuchsin S kollagene Fasern 
gefarbt, sondern nur mit angesiuertem Pikrofuchsin, das den Morpho- 
logen als Lésung von van Gieson vertraut ist. Auch mit den Eosin- 
farbstoffen, die im ultravioletten Licht fluoreszieren, kann man die 
Cutis der Haut fairben, und zwar nur von auBen, nicht vom Blutkreislauf 
aus, oder doch nur ziemlich selten. Hier liegt ein Widerspruch vor 
gegeniiber der Gruppenregel, da das Kochsalz doch zweifellos, wie in 
der Literatur und in eigenen Versuchen einhellig festgestellt wurde, 
iiber den Blutkreislauf, also von innen, in der Haut gespeichert wird. 


Ein Widerspruch gegen die Regel der elektrischen Gruppen besteht 


auch in der Nichtfarbung von Knorpelgewebe durch Fluorescein, 
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obzwar der Knorpel ein Kochsalzspeicher ist (v. Bunge, Heubner). Die 
Zahl der Falle, in der die Regel befriedigend stimmt, ist aber erheblich 
groBer und von zahlreichen Autoren unter anderen Bezeichnungen iiber- 
einstimmend beobachtet. Wenn die Ladung der Stoffe beim Aufbau 
der Organe vom elektrischen Faktor dominierend mitbestimmt wird, so 
miBte man eigentlich erwarten, daB auch die Gewebseiweibkérper der 
negativen Strukturen eine andere Zusammensetzung haben als die 
GewebseiweiBkérper der mehr positiven Organparenchyme. Dieses 
Problem sollte von EiweiBchemikern bearbeitet werden. 


Wenn man sich die Proteine der Strukturen Knorpel, Cutis, Unterhaut- 
zellgewebe, Glaskérper, Hornhaut, Lederhaut auf ihre Zusammensetzung 
aus Aminoséuren ansieht, so erkennt man auf den ersten Blick, da diese 
Gewebe, die sich durch ihre Elektronegativitat und durch ihre Speicher- 
fahigkeit fiir Kochsalz und Aminosaéuren von den anderen Geweben abheben, 
in der Tat eine grundverschiedene Zusammensetzung an Aminosiéuren auf- 
weisen. Zusammen mit den kollagenen Fasern der Knochen, die ebenfalls 
einen elektronegativen Charakter innerhalb dieses Gewebes aufweisen, 
bilden sie die leimgebenden Gewebe, die Rohstoffe der Gelatine, die, wie von 
den Konstitutionschemikern wohl ohne Widerspruch festgestellt wurde, 
eine ganz andere Zusammensetzung gegeniiber den sonstigen Kdérper- 
proteinen aufweist, so daf einige Autoren sie nicht zu den eigentlichen 
EiweiBk6rpern rechnen. Diese EiweiBkérper sind charakterisiert durch 
ihren groBen Gehalt an Glykokoll und durch ihre Armut an anderen charak- 
teristischen Aminosiuren der tierischen und pflanzlichen Nahrungseiweib - 
k6érper, die die Gelatine zu einem ausgesprochen minderwertigen Stick- 
stofflieferanten machen, was den Nahrungsmittelchemikern seit langem 
bekannt ist. Der Gelatine fehlen naimlich die fiir die Ernahrung unent- 
behrlichen Aminoséuren Tyrosin, Phenylalanin, Cystin, Tryptophan ganz, 
von der wichtigen Aminosaéure Glutaminséiure hat sie nur wenig. Ein 
Laboratorium, das in der Lage ist, solehen Problemen nachzugehen, wiirde 
wahrscheinlich Klarheit dariiber gewinnen, ob diejenigen Bausteine, die die 
Gelatine noch mit den EiweiBk6érpern der lebenden Kérperzellen gemeinsam 
hat, den lebenden Zellen entstammen, die bei der Herstellung der Gelatine 
nicht abgesondert werden kénnen. Indem man beispielsweise die Epidermis 
von der Cutis abtrennt, das Epithel und Endothel von der Hornhaut entfernt 
und auf soleche Weise Gewebe herstellt, die die kollagenen Fasern in gréBerer 
Menge enthalten und nun die Bausteine der reineren Kollagensubstanzen 
mit denen der gemischten Gewebe vergleicht, miiBte man Verhaltniszahlen 
erhalten, aus denen sich der Aminosdurenbestand des reinen Kollagens an- 
nahernd extrapolieren lieBe. 

Wie eingangs erwahnt, ist sowohl die Aschenzusammensetzung, die 
Farbbarkeit mit Vitalfarben, die Speicherfahigkeit fiir die biologisch 
positive Gruppe, als auch die Polaritét am Elektrometer Beweis dafiir, 
da8B zwischen den somatischen Zellparenchymen und dem Bindegewebe 
chemische, elektrische und funktionelle Gegensatze bestehen. Man wiirde 
aber fehlgehen, wenn man den Gedanken vertreten wiirde, dai die 
Kollagenfasern allein alles elektrisch transportieren, speichern oder 
abstoBen. Das ist schon deshalb ausgeschlossen, weil nach den iiberein- 
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stimmenden Befunden aller Untersucher seit Wertheimer das Aufhéren 
der O,-Zufuhr sofort die chemischen und Transportleistungen der 
Froschhaut stillegt, und die kollagenen Fasern keine erhebliche Atmung 
aufweisen kénnen. Ebenso unwahrscheinlich ist diese Annahme aus 
anatomischen Griinden. Denn in den am starksten Wasser und Koch- 
saiz nach innen, Kalisalze und anodische Stoffe nach auBen transpor- 
tierenden Geweben, z. B. in der genau untersuchten Froschhaut oder 
Lungenmembran, liegen die iiberwaltigende Mehrheit der mikroskopisch 
nicht weiter differenzierbaren runden Faserbiindel in der Querrichtung 
des Stofftransports, ebenso in Gallenblase, Harnblase, Ureter, distalen 
Lebergangen, Milchdriisengangen. Bisweilen kontrahieren sich diese 
Wande, worauf die kollagenen Fasern zusammenrollen und in den 
verschiedensten Richtungen, quer, schief und parallel der Transport- 
richtung liegen. Es muB also zumindest noch ein anderes Gewebs- 
element, vielleicht mehrere, an der Elektrizitatsproduktion und am 
chemischen Geschehen mitwirken. Wer das komplexe Arbeiten der 
Gewebe auf einen einzigen Faktor, den elektrophoretischen, zuriick- 
fiihren wollte, geht ebenso irre, wie der, welcher glaubt, ohne diesen 
wichtigen Faktor einen Lebensvorgang aufhellen zu kénnen. 

Alle distalen Ausfiihrungsgange der Ko6rperdriisen erweisen sich 
unter dem Mikroskop fast nur aus kollagenen Fasern bestehend; diese 
scheinbar fiir rein mechanische Zwecke bestimmten Strukturen nehmen 
die kochsalzreichen, wasserreichen Blut- und Lymphfiltrate auf und 
verwandeln sie durch Riickresorption von Wasser und Kochsalz und 
AbstoBung von Salzen der Kaliumgruppe in kochsalzarme, wasserarme, 
kalireiche, phosphatreiche, harnstoffreiche Sekrete und Exkrete, also 
in thr Gegenteil. Das geschieht im Enddarm, in Schweifdriisen, in 
Talgdriisen, Tranendriisen, Speicheldriisen, Magendriisen, Darmdriisen, 
Milchdriisen, in Endkanalchen der Niere, Endkanalchen und Gallen- 
blase der Leber bei Tieren, die sich in der Natur ernahren. Fiir die 
frei lebenden Tiere, fiir Insekten, SiiBwassertiere des Kontinents, 
ist das Natrium offenbar ein so schwer ersetzbares Element, daB der 
gréBere Teil der nach auBen fiihrenden Kanalchen der Harnblase, der 
Gallenblase, der Hautdriisen angestrengt daran arbeitet, die letzten 
Natriummengen aus den Ausscheidungen zuriickzuresorbieren. Nur der 
Mensch scheidet infolge seines groBen Kochsalzgenusses auch Natrium 
in betrachtlichen Mengen aus, die Tiere nur in der Pankreasdriise. 


Zusammenfassung. 
Die Mineralstoffe der tiberwiegend negativ geladenen Kochsalz- 
und Wasserspeicher des Organismus sind denen der tibrigen Gewebe 


mit tiberwiegend elektropositiver Ladung gegeniiber anders zusammen- 
gesetzt, der Gehalt an Zucker, Harnstoff, Gelatine differiert nach der 
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gleichen Richtung antagonistisch. Die Geriistsubstanzen dieser kolla- 
genen Strukturen differieren auch in ihren Bausteinen stark von denen 
der Speichergewebe fiir biologisch negative Stoffe. 

Die Endgange der Koérperdriisen, deren charakteristischer Haupt- 
bestandteil kollagene Bindegewebsfasern sind, tragen gegen das 
Lumen zu fast immer negative Ladungen, resorbieren elektropho- 
retisch _Kochsalz, Wasser, stoBen Kalisalze, Phosphate, Sulfate, Harn- 
stoff und andere biologisch elektronegative Stoffe ab; sie verwandeln 
dadurch kochsalzreiche, kaliarme Serumfiltrate in relativ kochsalz- 
arme, kalireiche Sekrete und Exkrete. 
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Hofmeister-Reihe und Gruppenregel. 
Von Rudolf Keller. 


(Arbeiten der biologisch-physikalischen Arbeitsgemeinschaft im zoologischen 
Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 11, Mai 1935.) 


In der letzten Zeit hat es sich herausgestellt, daB die seit langem 
bekannten antagonistischen Salzgruppen, von denen Teilgruppen schon 
1850 Liebig bekannt waren, sich dadurch unterscheiden, daB die in der 
Haut und Lungenmembran des Frosches von auBen nach innen wandernde 
Gruppe, die Natriumgruppe samt Wasser, ionisiertem Calcium, den 
Chloriden, Bromiden, Salicylaten, Rhodaniden im biologischen Milieu 
sich elektropositiv verhalt (Gicklhorn, Stary, Waelsch und Kittel). 
Die Kaliumgruppe dagegen, in der Froschhaut nach auBen 
wandernd (£. Wertheimer), samt Magnesium, Ammonium, undissoziierten 
Calciumverbindungen, Sulfaten, Phosphaten, basischen Farbstoffen 
sich in Gegenwart eines Uberschusses von Kolloiden elektronegativ 
verhalt. Nun gibt es seit dem vorigen Jahrhundert, ausgehend von 
den Entdeckungen Hojmeisters, die elektrisch von Hober, Gellhorn u. a. 
an biologischen Objekten ausgewertet wurden, Reihen von Stoffen, 
lyotrope Reihen oder Hofmeister-Reihen genannt, von denen man er- 
warten sollte, daB sie mit den elektrischen Gruppen tibereinstimmen. 
Im groBen und ganzen ist eine Parallelitat nicht zu verkennen, wenn- 
gleich Hofmeister seinerzeit etwas anderes vorgeschwebt hat als eine 
Ordnung der elektrischen Anziehungen und AbstoBungen im lebenden 
Plasma. 

Ionenreihen und Kolloidgruppen. 

Hofmeister nannte seine Reihen Ionenreihen, sprach nur von Kationen 
und Anionen, und als Ionenreihen stimmten seine Ordnungen genau und 
haben in einem halben Jahrhundert wenige und unbedeutende Erganzungen, 
kaum aber eine Korrektur erfahren. Zu seiner Zeit glaubte man allgemein, 
daB8 alle Alkalisalze in den lebenden Zellen nur als Ionen existieren, eine 
Hypothese, die seither einige Einschrankungen erfahren hat. Seine grofe 
Entdeckung betraf also etwas anderes als die Regel der biologischen elektri- 
schen Gruppen, die Elektrolyte und Nichtelektrolyte umfaBt. Wenn man 
dies beriicksichtigt, so ist die Ahnlichkeit der Gruppen befriedigend. Nehmen 
wir beispielsweise die Hofmeister-Reihe der Alkalien, von ihm Kationenreihe 
genannt, Li, Na, Cs, Rb, K, so ist sie mit der Gruppenregel identisch, wenn 
man zwischen Na und Cs einen Trennungsstrich macht. Inzwischen hat 
Hoéber, der der elektrischen Gruppeneinteilung fernsteht, in praktischen 
Experimenten gezeigt, daB bei dem py des Blutes und des Grundplasmas Li 
das positive und K das negative Ende der Hofmezster-Reihe bedeuten, 
indem K, Rb, Cs Muskel und andere lebende Zellen elektronegativ machen (1). 
Bei den Alkalien ist vielleicht noch NH, auf der Kaliumseite hinzuzu- 
fiigen, aber eine Divergenz gegeniiber der Hofmeister-Einteilung ist kaum 
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vorhanden, wenn man sie in thre positive und negative Halfte zerlegt. 
Bei den Erdalkalien jedoch ist eine Ubereinstimmung kaum zu erkennen, 
da Hofmeister nur die lonen beschrieb, wir aber heute wissen, dais die 
Fliissigkeiten des K6érpers, die Calcium und Magnesium enthalten, diese 
gewohnlich in zwei grundverschiedenen Bindungsarten fiihren, einen 
ionisierten Anteil des Calciums und einen undissoziierten Anteil. Ebenso 
verhalt sich das Magnesium, das zweiwertige und dreiwertige Eisen (Starken- 
stein) und wahrscheinlich auch Verbindungen anderer mehrwertiger Metalle, 
die daraufhin noch nicht untersucht sind. Das dissoziierte Calcium, das in 
den meisten Organen im Uberschu8 ist, wandert in der Richtung zur Kathode, 
ist ein positives lon wie Natrium, das nichtionogen gebundene Ca verhiilt 
sich wie K. Beim Magnesium ist gew6hnlich das nichtionisierte vorherrschend, 
das zur Kaliumgruppe gehért. Es hangt sehr viel von dem Verhaltnis ab, 
in dem das betreffende Radikal zu den anderen biologischen Molekiilen oder 
Kolloiden steht, ob es mit der K-Gruppe oder im Gegensatz dazu mit der 
Na-Gruppe wandert; sehr kleine Mengen werden gewohnlich von entgegen- 
gesetzt geladenen Komplexen adsorbiert und verhalten sich dann entgegen- 
gesetzt, wie sie als Ion wandern wiirden; nur Kalium selbst, in gréBeren 
Mengen als 25 mg-°%, dem normalen Serum zugesetzt, bleibt dissoziiertes 
Ion, also elektropositiv [Waelsch und Kittel (2)}. Das positive Kalium ist 
bei 60 mg-°% schon ein tédliches Herzgift im Serum, das nichtionisierte 
Kalium ist ein unentbehrlicher Bestandteil fast aller Gewebe und vor allem 
der roten Blutkérperchen (410 mg-% ), der Leber (im Parenchym 450 mg-°% ) 
und vieler anderer Gewebe. 


Alkalien und Erdalkalien. 
Im nachstehenden zwei Ubersichten des Gehalts von Organen an 
Mineralbestandteilen vom negativen Ende der Hofmeister-Reihe. Als 
Durchschnitt des Gesamtkérpers der verschiedenen Tiere ist fiir Kalium 





Durchschnitts- Durehschnitts- 
gehalt gehalt 
Kalium Magnesium 

200 mg-°/ 7 mg-°/o 


Gehalt Diffe- Gehalt Diffe- 
mg-°| renz mg-° 0 renz 


Negative Strukturen. 
Kammerwasser. . : 18 —182 | Kammerwasser 
a eae a eee 5 | —185 |) Serum ( Waelsch). 
Gesamthaut ..... — 100) Sklera. 
Hornnadt ....... —101 | Nierenmark . : 
ne 7 —4123'' Leberbindegewebe 
Nierenmark .... . 32 + 122 
Leberbindegewebe . . + 25 
Positive Strukturen. 
Leber (Schwein). . . +145 Leber . 
Herz (Rind). .... Sy Ae, a an 
Gehirn (Rind)... . + 97 Gehirn (Rind)... . 
Muskel (Rind)... . + 178 Muskel (Schwein) Kalb, 
Blutkérperchen. . . . + 210 Nierenrinde 
Nierenrinde ..... fe re 
EKpidermis (Menschen- Lymphdriise (Schaf) 
"ae eee + 407 (Boivin). 
Lymphdriise (Schaf) 
(Bowin). ...34. + 161 
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200 mg-°,, geschatzt worden, was wahrscheinlich zu hoch ist, als Durch- 
schnitt fiir Magnesium 7 mg-%. Die meisten Zahlen sind von Boivin, 
Lematte und Kahane (3) (von KOH auf K umgerechnet), die tiber Augen- 
gewebe von F’. P. Fischer (4), die der Haut von Loewy und Cronheim (5). 
Der Gehalt an Mineralien des Muskels ist von Katz (6), der der Epidermis 
fiir sich allein von Bohnstedt (7) bestimmt worden.: Das Nierenmark 
enthalt viel positive Gewebeteile. 


Hofmeisters Anionenreihe. 


Die ,,Anionenreihe** von Hofmeister wird gewohnlich in folgender 
Weise geschrieben: Rhodanid, Salicylat, Benzoat, Jodid, Acetat, 
Bromid, Nitrat, Chlorid, Sulfat. Sie zeigt auf den ersten Blick Zu- 
sammenhange mit der Gruppenregel. 

Es gibt verschiedene Ionenreihen, je nach dem Substrat, den 
quantitativen Verhaltniszahlen von Substrat und TIonen und den 
chemischen Verbindungen, mit denen die betreffenden Untersucher sich 
beschaftigen: In saurer Lésung dreht sich die Reihenfolge der Anionen 
der Hofmeisterschen Reihe um. Das Jod ist nach der Regel der elektri- 
schen Gruppen typisch anodisch, obzwar seine Verwandten Brom und 
Chlor typisch kathodisch wandern, natiirlich nur unter physiologischen 
Verhdltnissen, d. h. wenn die Konzentration so gewahlt wird, wie diese 
Elemente im normalen Organismus gefunden werden!. Der Mensch 
oder das im Laboratorium gehaltene Tier hat einen Chlorgehalt in 
Promillen, aber einen Jodgehalt von Tausendstel Milligrammprozent, 
gewohnlich in charakteristischer Weise an Peptide gebunden, als 
Thyroxin und in Adsorptionsverbindungen. Wenn man also untersuchen 
will, wie sich Chlor, Brom und Jod in unserem Kérper verhalten, so 
hatte man vom Chlor !/,°, zu nehmen, vom Brom, von dem auch viel 
vettragen wird, etwa ein Promille und vom Jod tausendstel Promille 
gebunden an die Schilddriisenproteine, so wie es im Ko6rper zirkuliert. 
Ferner ist die von Hofmeister als Modellprotein verwandte Gelatine ein 
Kolloid, das sich durch wichtige Eigenschaften von allen anderen Pro- 
teinen der lebenden Zellen unterscheidet, unter anderem durch seine 
Aminosiurebausteine, und stellt deshalb keine ideale Modellsubstanz 
fiir Vorgange im lebenden Zellplasma dar. ; 

An der Hand von zwei Beispielen vom positiven Ende der Hof- 
meister-Reihe sei demonstriert, wie die Tatsache der polaren Verteilung 
der ,,Neutralsalze"* im Mineralgehalt hervortritt. Die Zahlen des Chlor- 
gehalts sind einer neuen Arbeit von AK. Ant. Winter (8) entnommen, die 
als Gesamtdurchschnitt des Kérpers der Ratte 109 mg-°, ergibt. Fur 


' Hofmeister und seine Schiiler aber verwendeten fiir das Jod genau so 
wie fiir Chlor n/10 Lésungen. 








di 
fii 
hé 
m 
Al 


sc 


Bhi 
Mz 
Ni 
Lu 


Ha 


ie 


He 
Ge 
Ba 


Ad 


ein 
Ph 
ge: 
ein 


Mi 
in | 
im 
Ter 
Scl 
Ge 
auc 
aus 
nac 
lick 
kor 
geh 
Gre 


pos 








n 
5 
h 


n 


sO 








Hofmeister-Reihe u. Gruppenregel. 457 


die Durchschnittszah] der Elektroneutralitat ist eine Zah] von 160 mg-%%, 
fir Chlor angenommen, da die iiberwiegend negative Ladung bei 
héchstens 30°, der Kérpermasse vorherrschend ist. Fiir das bei Hof- 
meister an der Spitze der positiven Seite stehende Rhodanid ist eine 
Arbeit von Moraczewski und Sliwinski (9) zitiert worden. Der Durch- 
schnittsgehalt des Tieres ist auf 13 mg-°,, geschatzt. 





Chlor Rhodanid 
Gehalt | pifferenz Gehalt | pitrerenz 
mg-°/» mg-°/o 


Uberwiegend negative Strukturen. 


LL Se ies er 312 + 152 MONG... «.. ? 39 + 26 
| ee 231 + 71 a 14 + 1 
Nierea .. . - ... 217 + 67 || Nieren...... 27 + 14 
Lunge . . . oe 206 + 46 ou). are 23 + 10 
Knochen .... . 138 — 22 | Knorpel ..... 14 + 1 
[er 179 + 19 pO 14 + 1 


Uberwiegend positive Strukturen. 


[ea ee oe 118 — 82 ROM sd eke 12 — 2 
mers So Ot Sg 95 — 65 Gebive. .....- 5 — § 
re 92 — 68 meena). . . i « 4 — 9 
Bauchmuskel .. . 56 — 104 
Adduktoren. ... 39 — 121 


Auch fiir das dem Rhodanid zunachst stehende Salicylat besteht 
eine halb qualitative Schatzung von Carnot und Coquoin (10) mit 
Pluszeichen, die annahernd stimmt, obzwar sie nach der Fluoreszenz 
geschatzt ist, bei der die leicht aufleuchtenden positiven Strukturen 
einen Salicylatgehalt der Gesamtorgane vortauschen kénnen. 


Bewegung der Gruppen bei Krankheiten. 


Schon lange ist es den Analytikern bekannt, da8 sich die Gruppen der 
Mineralstoffe bei Erkrankungen oder nach der Injektion von Arzneimitteln 
in entgegengesetztem Sinne verindern. Histamin laBt die positive Gruppe 
im Serum fallen, im Gewebe steigen, Insulin zeigt die entgegengesetzte 
Tendenz. Wahrend der meisten Krankheiten, selbst bei einem einfachen 
Schnupfen, geht Natrium in die Gewebe und verlaBt sie wieder bei der 
Gesundung. Belege fiir diese Regel gibt es viele in der Literatur, wenn 
auch nicht vollstandige, da niemals vom Standpunkt der Gruppenregel 
aus untersucht worden ist. Ferner ist es. vergebliche Miihe, im Schrifttum 
nach Mineralanalysen vollstandig gesunder Menschen zu suchen, da mensch- 
liche Leichen erst nach Krankheiten und nach langem Liegen zur Analyse 
kommen, wahrend Safte und Gewebe schon begonnen haben, ihren Mineral- 
gehalt auszugleichen. Man findet aber doch Analysenzahlen, die nach dem 
Grade der Krankheit geordnet sind, wobei es sich erkennen laBt, daB das 
positive Ende der Hofmeister-Reihen entgegengesetzt wandert wie das 
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negative. Wir geben als Beispiel eine Ubersicht der Durchschnittsanalysen 
des Laboratoriums von Cullen (10) zugleich mit den Zahlen fiir das (an 
Grenzflachen imnormalen Milieu elektropositive) Wasser, um den elektrischen 
Faktor des Odems zu illustrieren. Schon Friedrich v. Miller und Nonnen- 
bruch, ferner Eppinger haben gefunden, da® das Eindringen von Natrium in 
gewisse Gewebe das Hauptcharakteristicum des Odems ist. Man kann dem 
hinzutiigen, dafi das Auswandern der Kaliumgruppe oder des negativen 
Endes der Hofmeister-Reihen fast noch charakteristischer ist. Im normalen 
Kérper werden nach elektrostatischer Auffassung durch die normalen 
Elektrizitatspotentiale die -Gruppe im Serum und Bindegewebe, die 

-Gruppe in den Speicherorganen angehauft. Beim Zuriickgehen det 


normalen Spannungen geht die —-Gruppe aus den Speichern ins Blut und 
die vorher abgestoBene + -Gruppe (Wasser, Kochsalz) dringt in die Gewebe 


ein. Nach den Durchsechnittsziffern von Cullen und Mitarbeitern (in mg-°,, 
Wasser in Promillen) ergibt sich folgendes: 





Positive Seite Negative Seite 
nT se kT kT 
Leichtkranke ...... 789 92 6.9 311 20 203 
Mittlere Kranke. .... 800 102 6,5 284 18,7 185 
Schwer Odematose .. . 805 115 6,2 258 15,8 170 


Calcium im Herzen verhalt sich in den von Cullen untersuchten 
Leichen tiberwiegend anodisch. 


Wenn man aus den Hofmersterschen Ionenreihen die nicht physiclogi- 
schen Mengen von Ionen und die im normalen Organismus nicht vorkommen- 
den Verbindungen ausscheidet, so diirften an Unstimmigkeiten gegeniiber 
der elektrischen Ordnung nicht viele iibrigbleiben. Gibt man dem lebenden 
Tier gréBere Mengen Jodnatrium (Lipschitz), so erscheint das Jod an 
kathodischen Orten, z. B. im Liquor und im Kammerwasser, wohin physio- 
logische, anodische JodeiweiBverbindungen niemals hingelangen. Das 
Brom und das Chlor hatten nach der elektrischen Gruppenregel ein wenig 
naiher beim Rhodanid zu stehen, als sie in der alten Hofmeister-Reihe 
figurieren. Der Grund fiir diese Abweichung ist nicht zu erkennen. Aller- 
dings hat das biologische Chlor, wahrscheinlich auch das biologische Brom, 
einen anodischen, vielleicht teilweise ionisierten Anteil, der in lebende 
Zellen mit iiberwiegend positiver Ladung manchmal eindringen kann. 


Zusammenfassung. 

Die Regel der empirisch gefundenen elektrischen Gruppen hat viel 
Gemeinsames mit der Einteilung, die Hofmeister nach seinen Versuchen 
mit Gelatine iiber damals noch unerklarliche Anziehungen und Ab- 
stoBungen entworfen hat. 


Es bestehen einige Abweichungen, die sich méglicherweise damit 
erklaren lassen, daB Hofmeister und seine Nachuntersucher teils die 
Tatsache vernachlassigten, daB manche Stoffe in einem ionisierten und 
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in einem nichtionisierten Anteil nebeneinander existieren, teils fiir ihre 
Reihenversuche unphysiologische Konzentrationen und Verbindungen 
benutzten, die im lebenden Organismus nicht existieren. Unter Beriick- 
sichtigung dieser Umstande sind Hofmeister-Reihen nach ihrer Teilung 
in elektropositive und negative Halften den Gruppen der elektrisch- 
antagonistischen Stoffe recht ahnlich, zumeist mit ihnen identisch. 
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